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AA                  Ácido araquidónico 
ADN           Ácido desoxirribonucleico 
AhR                Receptor arilohidrocarbono  
AIF                 Factor inductor de apoptosis  
Akt/PKB         Proteína quinasa B 
ALX                Receptor de lipoxina 
Apaf-1            Factor activador de proteasas apoptóticas-1  
Arbp               Fosfoproteína ribosomal acídica P0  
ARE                Elemento de respuesta antioxidante  
ARN                Ácido ribonucleico 
ASA                Ácido acetil-salicílico  
ATL                Lipoxinas derivadas de la aspirina  
ATP                Adenosín Trifosfato 
Bad                Promotor de muerte asociado a Bcl-2 
Bak                Antagonista/‖killer‖ de Bcl-2  
Bax Proteína  X asociada a Bcl-2 
Bcl-2 Célula B del linfoma 2, del inglés ―B-Cell Lymphoma-2” 
Bcl-XL Proteína tipo Bcl-2, isoforma larga 
BH Dominios de homología con Bcl-2  
Bid Proteína con dominio de muerte de interacción con Bcl-2 
Bim Mediador de muerte celular que interacciona con Bcl-2 
BIR                 Repetición IAP de Baculovirus  
Boc-2     Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe, péptido antagonista de ALX 
COX                Ciclooxigenasa 
CysLTs            Receptor de cisteinil-leucotrienos 
DAF-2       4,5-Diaminofluoresceína 
DCFH      2,7-Diclorofluoresceína 
DD                  Dominio de muerte  
DED                Dominio efector de muerte  
DEPC              Dietilpirocarbonato 
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DISC               Complejo de señalización inductor de muerte  
DTT                Ditiotreitol 
EDTA              Ácido etilen-diamino tetra-acético 
EGTA              Ácido etilen-bis tetra-acético  
Endo-G           Endonucleasa G 
ERK                Quinasa regulada por señales extracelulares  
FADD      Dominio de muerte asociado a FAS  
FPR                Receptor Formilo peptídico  
FPRL-1 Receptor Formilo peptídico tipo-1 
GPCR              Receptor acoplado a proteínas G  
GSK3Quinasa de la Glucógeno-sintasa 3 
GSNO              S-nitrosoglutation 
HO-1              Hemoxigenasa-1 
IAP                 Proteína inhibidora de apoptosis  
IFN-Interferón gamma 
IL-8                Interleuquina 8  
JNK      Quinasa N-terminal de c-Jun  
Keap-1               Proteína 1 asociada a ECH de tipo Kelch 
LB                   Medio de crecimiento bacteriano Luria-Bertani 
LOX                Lipooxigenasa 
LPS                 Lipopolisacárido 
LT                   Leucotrieno 
LTA4               Leucotrieno A4 
LX                   Lipoxina 
LXA4               Lipoxina A4 
LXB4               Lipoxina B4 
MAPK              Proteína quinasa activada por mitógeno 
Mcl-1                  Proteína 1 de diferenciación en células de leucemia 
mieloide 
MCP-1       Proteína quimioatrayente de monocitos-1 
M-CSF             Factor estimulador de macrófagos 
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MEK                    Proteína quinasa regulada por mitógenos extracelulares 
NF-B             Factor nuclear B  
NO                  Óxido nítrico 
Nrf-2              Factor 2 relacionado con NF-E2  
dNTP              Desoxinucleótidos trifosfato 
PBS                Tampón fosfato salino  
PCR                Reacción en cadena de la polimerasa 
PI3K               Fosfatidilinositol-3-quinasa 
PG                  Prostaglandina 
PGE2                      Prostaglandina E2 
PI-4,5-P2            Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  
PI-3,4,5-P3        Fosfatidilinositol-3,4,5-bifosfato  
PMA               13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol 
PMBC              Células mononucleares de sangre periférica 
PMN                Neutrófilos Polimorfonucleares  
PTEN       Fosfatasa homóloga a la tensina 
PUMA              Modulador de apoptosis ―up-regulado‖ por p53  
RING               Dominio proteico de tipo ―dedos de zinc‖ con una 
secuencia de aminoácidos concreta  
RNasa H          Ribonucleasa H 
SDS                 Dodecilsulfato de sodio 
SFB                 Suero fetal bovino 
Smac-DIABLO  Activador mitocondrial secundario de caspasas  
Stau                Estaurosporina 
TGF-Factor de crecimiento transformante  
TNF                Factor de necrosis tumoral  
TNF-R             Receptor de TNF 
TRADD               Proteína con dominio de muerte asociado a TNF-R  
TX                  Tromboxano 
X-IAP              Inhibidor de apoptosis ligado al cromosoma X  
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La lipoxina A4 (LXA4) es un mediador lipídico endógeno que requiere un 
tráfico metabólico transcelular para su síntesis. Las dianas de la LXA4 en los 
neutrófilos han sido ampliamente descritas, contribuyendo a atenuar la 
inflamación. Sin embargo, los efectos de las lipoxinas sobre los macrófagos son 
menos conocidos, en particular la acción de la LXA4 en la regulación apoptótica 
de dichas células. Nuestros datos muestran que el pre-tratamiento de 
macrófagos tanto humanos como murinos con LXA4 a las concentraciones 
observadas en la fase de la resolución de la inflamación (rango nanomolar) 
inhibe significativamente la apoptosis inducida con estaurosporina (Stau), 
etopósido y GSNO o por estímulos más patofisiológicos, como LPS/IFN. La 
liberación de mediadores apoptóticos mitocondriales así como la activación de 
las caspasas, son inhibidas en presencia de LXA4. Además, el estrés oxidativo 
inducido por el tratamiento con Stau es atenuado y las proteínas anti-
apoptóticas de la familia Bcl-2 se acumulan en presencia de LXA4. El análisis de 
las dianas celulares de la LXA4 desveló una activación temprana de las vías 
PI3K/Akt y ERK/Nrf-2, mediadores responsables de los efectos anti-apoptóticos 
observados. Estos datos sugieren que la LXA4, liberada tras el reclutamiento de 
los neutrófilos a los focos inflamatorios, ejerce un papel protector sobre la 
viabilidad de los macrófagos que podría contribuir a una mejor resolución de la 
inflamación. 
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Lipoxin A4 (LXA4) is an endogenous lipid mediator that requires 
transcellular metabolic traffic for its synthesis. The targets of LXA4 on 
neutrophils are well described, contributing to attenuate inflammation. 
However, the effects of lipoxins on macrophage are less known, in particular the 
action of LXA4 on the regulation of apoptosis of these cells. Our data show that 
pre-treatment of human or murine macrophages with LXA4 at the concentrations 
prevailing in the course of resolution of inflammation (nanomolar range) inhibits 
significantly the apoptosis induced by staurosporine (Stau), etoposide and GSNO 
or by more pathophysiological stimuli, such as LPS/IFNγ challenge. The release 
of mitochondrial mediators of apoptosis as well as the activation of caspases 
was abrogated in the presence of LXA4. In addition to this, the oxidative stress 
induced by staurosporine was attenuated and anti-apoptotic proteins of the Bcl-
2 family accumulated in the presence of lipoxin. Analysis of the targets of LXA4 
identified an early activation of the PI3K/Akt and ERK/Nrf-2 pathways that was 
required for the observation of the antiapoptotic effects of LXA4. These 
pathways, activated in response to LXA4, contribute to the upregulation of the 
antiapoptotic proteins of the Bcl-2 family and to the transcription of 
cytoprotective genes under the control of the ERK/Nrf-2 signaling. These data 
suggest that the LXA4 released after recruitment of neutrophils to sites of 
inflammation exerts a protective effect on macrophage viability that might 
contribute to a better resolution of inflammation. 
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1. MUERTE CELULAR PROGRAMADA: APOPTOSIS. 
 
El concepto de ―muerte celular programada‖ fue introducido en 1964 
cuando se postuló que la muerte celular durante el desarrollo no era accidental 
sino que seguía una serie de pasos que conducían a la autodestrucción celular de 
forma controlada tanto local como temporalmente (Lockshin RA, 1964). El 
término ―apoptosis‖ fue acuñado posteriormente, en la década de los 70 y 
proviene de una palabra griega cuyo significado hace referencia a las ―hojas que 
caen de los árboles‖ (Kerr et al., 1972).   
Actualmente la apoptosis se define como un proceso de muerte celular 
activo y genéticamente controlado que juega un papel fundamental en el 
desarrollo de los organismos multicelulares y en la regulación y mantenimiento 
de las poblaciones celulares en los tejidos, tanto en condiciones fisiológicas 
como patológicas (Meier et al., 2000; Raff et al., 1993, 1994). Globalmente 
posee un importante significado biológico, ya que participa en procesos básicos 
como desarrollo, diferenciación, proliferación, homeostasis, regulación y 
función del sistema inmune así como en la eliminación de células defectuosas o 
dañinas. Por tanto, alteraciones en los procesos apoptóticos pueden promover la 
aparición de distintas patologías como cáncer (Zivny et al., 2010), procesos 
autoinmunes (Artemiadis and Anagnostouli, 2010; Mackay, 2009; Nagata et al., 
2010), propagación de infecciones virales (Assrir et al., 2010; Herbein et al., 
2010; Kaminskyy and Zhivotovsky, 2010), enfermedades neurodegenerativas 
(Tang et al., 2010; Wan et al., 2010) o problemas cardiacos (Chen et al., 2010; 
Keyes et al., 2010).   
La apoptosis celular es un proceso altamente eficiente. Su activación 
puede ser desencadenada por distintos estímulos, tanto procedentes del 
exterior como del interior de la propia célula y todos ellos confluyen en una 
maquinaria común (Green, 1998, 2005; Hengartner, 2000). Las células 
apoptóticas pueden ser reconocidas por una serie de cambios morfológicos, que 
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nos permiten diferenciarlas de las células necróticas (Saraste and Pulkki, 2000; 
Wyllie et al., 1980): 
   La membrana plasmática se deforma. La célula pierde su volumen 
habitual y adquiere una apariencia vesicular característica. Externamente las 
células parecen estar ―hirviendo‖ (Fig.I). 
   La fosfatidilserina es un fosfolípido presente en condiciones normales 
en la cara interna de la membrana plasmática. Durante las etapas tempranas de 
la apoptosis este residuo se expone hacia exterior de la misma (Fadok et al., 
1998). 
    Se produce la condensación de la cromatina y la desintegración de los 
nucléolos. El ADN nuclear es fragmentado por endonucleasas endógenas 
(Nagata, 2000; Rich et al., 2000). 
   Finalmente la célula se fragmenta en pequeñas estructuras compactas 
rodeadas de membrana conocidas como ―cuerpos apoptóticos‖, que contienen el 
citoplasma, la cromatina condensada y los diversos orgánulos celulares. La 
integridad de la membrana plasmática se mantiene hasta las etapas finales. Los 
cuerpos apoptóticos son fagocitados por los macrófagos, siendo eliminados de 
forma efectiva del tejido afectado sin generar ningún tipo de respuesta 
inflamatoria, a diferencia de la necrosis, donde el contenido celular es liberado 
al medio de forma descontrolada (Hotchkiss et al., 2009) (Kroemer et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.I: Aspecto exterior de un leucocito apoptótico comparado con uno viable. Se pueden 
apreciar las protuberancias de la membrana plasmática asociadas al proceso apoptótico. 
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La mayoría de los procesos apoptóticos convergen en la activación de unas 
proteasas efectoras, las caspasas, que se encargan de degradar proteínas 
reguladoras y estructurales lo que produce de forma irreversible el colapso 
celular (Thornberry and Lazebnik, 1998). 
 
1.1. Vía apoptótica extrínseca: “receptores de muerte”. 
 
Existe una vía apoptótica mediada por la activación de los llamados 
―receptores de muerte‖ de la superfamilia de TNF-R, tales como FAS (CD95) o 
TNF-R1, entre otros (Locksley et al., 2001). Estos receptores se encuentran 
localizados en la membrana celular y transmiten la señalización apoptótica tras 
su interacción con diferentes ligandos específicos. Esto induce la activación del 
correspondiente receptor (Fig.II). La señalización se transmite a través de la 
región citosólica, que es capaz de interaccionar con diferentes moléculas 
adaptadoras formando un gran complejo conocido como DISC. Este complejo es 
capaz de reclutar varias moléculas de pro-caspasa 8 que, debido a su 
proximidad, son capaces de procesarse y activarse unas a otras (Muzio et al., 
1998). Éstas a su vez estimulan directamente a toda la cascada de caspasas 
efectoras (como la caspasa 3), que llevarían a cabo cortes específicos de 
sustratos proteicos desencadenando apoptosis de forma muy efectiva. Esta señal 
también puede ser amplificada en determinadas situaciones activando la vía 
mitocondrial a través de Bid, que se activa mediante corte proteolítico dando 
lugar a una forma truncada (tBid) (Chou et al., 1999; Li et al., 1998). tBid es un 
inductor de apoptosis muy potente, capaz de translocarse a la membrana 
mitocondrial e interaccionar con miembros de la familia proteica Bcl-2 dando 
lugar finalmente a la permeabilización de la misma (Luo et al., 1998). 
 
1.1.1. Vía mediada por el receptor FAS (CD95). 
 
La unión del receptor de FAS a su ligando específico induce la 
trimerización del receptor. Éste posee en su región citoplasmática un dominio 
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de muerte (DD), que es el encargado de trasducir la señal mediante la 
interacción con proteínas adaptadoras como FADD. Éstas contienen a su vez un 
dominio efector de muerte (DED), encargado de transmitir la señal apoptótica 
directamente a las caspasas (Ehrenschwender and Wajant, 2009; Strasser et al., 
2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. II: Esquema general de las vías apoptóticas extrínseca e intrínseca. La conexión entre 
ambas puede realizarse a través del corte y activación de Bid. Adaptado de Whelan RS. y colaboradores, 
2010 (Whelan et al., 2010). 
 
 
1.1.2. Vía mediada por el receptor de TNF (TNF-R). 
 
La activación de esta vía está mediada por la unión de TNF a receptores 
específicos (Van Herreweghe et al., 2010). Se han descrito dos tipos de TNF-R: 
TNF-R1, que se expresa en la mayoría de tipos celulares y está muy implicado en 
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las vías de señalización apoptóticas (Micheau and Tschopp, 2003) y TNF-R2 cuyo 
papel biológico aún es poco conocido.  
Una vez activado por ligando, el receptor puede interaccionar con 
moléculas adaptadoras como FADD o TRADD, reclutando a la caspasa 8 y 
desencadenando apoptosis celular por el mecanismo descrito previamente. 
 
1.2. Vía apoptótica intrínseca: “Ruta mitocondrial”. 
 
Esta vía puede servir para amplificar la señal de muerte celular generada 
a través de la vía extrínseca pero también puede activarse directamente en 
respuesta a estímulos apoptóticos intracelulares como daño en el ADN, estrés 
oxidativo, choque térmico y radiación ultravioleta o gamma, entre otros. 
Estos estímulos apoptóticos generan una alteración del potencial de 
membrana mitocondrial, induciendo un aumento en la permeabilidad de la 
misma (Fig.II). Esto da lugar a la liberación de proteínas pro-apoptóticas desde 
el espacio intermembrana de la mitocondria al citoplasma celular, como son el 
citocromo c, AIF, la endonucleasa Endo-G o Smac-DIABLO (Green and Reed, 
1998). Además de la liberación de estos factores, la alteración del potencial de 
membrana mitocondrial también genera una pérdida de la homeostasis celular. 
Se produce una parada en la síntesis de ATP y aumenta la producción de 
especies reactivas de oxígeno. Asimismo, se genera un complejo citoplasmático 
llamado apoptosoma, cuya estructura ha sido descrita recientemente (Teng and 
Hardwick, 2010). En su composición se incluye la caspasa 9, lo que induce su 
activación mediante un cambio conformacional (Hakem et al., 1998; Shi, 2006). 
De esta forma se desencadena la inducción de las caspasas efectoras 
(principalmente la caspasa 3), llevando irreversiblemente a la apoptosis celular 
(Pradelli et al., 2010). 
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1.2.1. La familia de proteínas Bcl-2. 
 
De los genes implicados en la supervivencia celular de los mamíferos,    
Bcl-2 fue el primero que se descubrió y por ello da nombre a la familia 
(Tsujimoto et al., 1985) (Cleary et al., 1986). Se han descrito hasta 30 miembros 
de proteínas homólogas. Aunque participan en el mantenimiento de la 
homeostasis celular, en determinadas situaciones pueden también interactuar 
de forma dinámica para regular la apoptosis (Chipuk et al., 2010). El equilibrio 
entre los niveles de expresión de las proteínas pro- y anti-apoptóticas de esta 
familia así como la regulación de sus interacciones va a determinar la activación 
o no de los procesos apoptóticos (Youle and Strasser, 2008). Han sido agrupadas 
en tres clases dependiendo de su actividad y de sus dominios de homología con 
Bcl-2 (BH) (Fig.III): 
 
   Clase I: proteínas anti-apoptóticas. Contienen los dominios BH1, 2, 3 y 
4. Incluye Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1. 
   Clase II: proteínas pro-apoptóticas efectoras que contienen dominios 
BH1, 2 y 3. Incluyen Bax y Bak, cuya oligomerización es esencial para que se 
produzca apoptosis por la vía mitocondrial (Lalier et al., 2007; Wei et al., 2001). 
   Clase III: proteínas pro-apoptóticas que contienen sólo un dominio BH3 
y son conocidas como proteínas ―sólo BH3‖. Recientemente se han establecido 
dos subclases dentro de este grupo. Por un lado estarían las ―activadoras‖, que 
pueden activar directamente a las proteínas pro-apoptóticas efectoras y por 
otro lado estarían las ―sensibilizadoras‖, que pueden interaccionar con distinta 
afinidad con los miembros anti-apoptóticos de la familia, modulando su función 
(Willis et al., 2007). Dentro de la clase III están incluídos Bad, Bik, Bid, Bim, 
Noxa y Puma. 
 
Generalmente las proteínas pro-apoptóticas son citosólicas pero durante 
la apoptosis, cambian su conformación, se integran en la membrana 
mitocondrial y oligomerizan (Wolter et al., 1997). Esto contribuye a la 
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permeabilización de la misma, generando la aparición de poros que permiten la 
salida de proteínas pro-apoptóticas desde el espacio intermembrana de la 
mitocondria al citoplasma (Chipuk and Green, 2008). La composición y el 
mecanismo de formación de dichos poros en la membrana mitocondrial no se 
conocen completamente aunque se han propuesto diferentes modelos (Chipuk et 
al., 2006; Kroemer et al., 2007) (Ow et al., 2008). Por otro lado, los miembros 
anti-apoptóticos inhiben la activación de los miembros pro-apoptóticos, 
estabilizan el potencial de membrana mitocondrial, impidiendo la formación de 
poros y evitan el aumento de las especies reactivas oxidantes en las células 
(Green and Kroemer, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.III: Esquema representativo de los miembros de la familia Bcl-2. TM: Dominio 
transmembrana. 
 
Las modificaciones post-traduccionales de los miembros de la familia Bcl-2 
y en particular la fosforilación de estas proteínas, juegan un papel muy 
importante en la regulación de la apoptosis. Pueden afectar a distintos niveles a 
su funcionalidad, incluyendo cambios conformacionales, modulación de las 
pautas de unión a otras proteínas, alteraciones en la localización subcelular así 
como modificaciones en sus tasas de degradación (Li et al., 1998; Zha et al., 
1996).  
BH4 BH3 BH1 BH2 TM
Clase I: Anti-apoptóticos
LA FAMILIA BCL-2
Clase II: Pro-apoptóticos
BH3 BH1 BH2 TM
Clase III: “solo BH3”
BH3 TM
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1.2.2. Citocromo c.  
 
En condiciones fisiológicas, el citocromo c se encarga del transporte de 
electrones desde el complejo III al complejo IV de la cadena mitocondrial, 
ayudando a generar un potencial eléctrico a través de la membrana 
mitocondrial interna. Este potencial es importante para generar ATP mediante 
respiración aeróbica y también se requiere para el transporte de proteínas y la 
biogénesis mitocondrial (Ow et al., 2008). La importancia de esta molécula en la 
vía de apoptosis mitocondrial se puso de manifiesto tras la aparición de diversos 
estudios en los que la microinyección de citocromo c en el citoplasma de varios 
tipos celulares de mamíferos inducía apoptosis (Li et al., 1997; Zhivotovsky et 
al., 1998).  
Cuando se activa la vía de apoptosis intrínseca, esta proteína es liberada 
rápidamente al citoplasma debido a su bajo peso molecular (14 kDa). Una vez 
allí, se une con otras moléculas como Apaf-1, caspasa 9 y ATP para generar el 
apoptosoma (Rodriguez and Lazebnik, 1999) (Riedl and Salvesen, 2007).  
 
1.2.3. AIF. 
 
AIF es sintetizado como una proteína de 67 kDa que contiene una señal de 
localización mitocondrial en su extremo amino. Una vez que es importado a la 
mitocondria, esta señal es eliminada por diferentes peptidasas generando una 
proteína madura de 62 kDa (Otera et al., 2005). AIF queda anclado a la 
membrana mitocondrial interna por su extremo amino, donde posee actividad 
óxido-reductasa, jugando un papel fisiológico importante en la fosforilación 
oxidativa mitocondrial. En particular se encarga de modular la estructura y 
función del complejo I de la cadena respiratoria a la vez que protege a la célula 
frente al estrés oxidativo (Norberg et al., 2010). Por otro lado, su función en 
morfogénesis temprana es fundamental durante el desarrollo, por lo que ratones 
deficientes en AIF son letales a nivel embrionario (Joza et al., 2001).  
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En presencia de determinados estímulos apoptóticos, AIF es procesado por 
diferentes proteasas (principalmente calpaína-I) siendo liberado de su anclaje a 
la membrana y generando un fragmento proteico soluble de 57kDa. Este 
fragmento es liberado al citoplasma tras la permeabilización de la membrana 
mitocondrial, desde donde se dirige al núcleo, ya que contiene dos secuencias 
de localización nuclear. Una vez allí contribuye a la fragmentación del ADN y a 
la condensación de la cromatina (Susin et al., 1999). El mecanismo de acción de 
esta proteína en el núcleo sigue siendo desconocido pero se sabe que su 
translocación al mismo es un hecho fundamental para que induzca muerte 
celular (Cheung et al., 2006).  
 
1.3. Caspasas. 
 
Las caspasas son cisteína-proteasas fundamentales en casi todas las vías 
de señalización apoptóticas (Earnshaw et al., 1999). Su función principal es la 
degradación de proteínas celulares esenciales y su actividad catalítica es muy 
específica, ya que cortan únicamente tras residuos proteicos de aspartato 
(Alnemri et al., 1996). En mamíferos se han descrito 14 miembros diferentes de 
esta familia. Se sintetizan como zimógenos inactivos o pro-caspasas y tras su 
maduración son proteolíticamente procesadas formando caspasas activas. 
Pueden ser clasificadas como: 
 Iniciadoras: incluyendo a las caspasas 2, 8, 9 y 10. Se activan en 
respuesta a distintos estímulos.  
 Ejecutoras: incluyendo las caspasas 3, 6 y 7. Se encargan de la 
degradación de sustratos proteicos específicos. 
 
Las caspasas se activan de forma secuencial, siendo las caspasas 
iniciadoras las que cortan y activan a las efectoras. Estas últimas amplifican la 
señal y ejecutan la muerte celular (Thornberry and Lazebnik, 1998). 
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1.4. Proteínas IAPs. 
 
Las IAPs son una familia muy conservada de proteínas anti-apoptóticas de 
las que se han descrito varios miembros en mamíferos. Contienen entre uno y 
tres dominios BIR, que las capacitan para interaccionar con caspasas, así como 
un dominio RING altamente conservado que posee actividad E3 ubiquitín-ligasa, 
lo que les permite catalizar la ubiquitinación de sustratos proteicos (Vaux and 
Silke, 2005). De esta forma pueden desencadenar directamente la degradación 
proteasomal de las caspasas, o incluso promover su auto-destrucción (Srinivasula 
and Ashwell, 2008). Puesto que alteraciones en las IAPs se han relacionado con 
distintos tipos de cáncer, se están desarrollando compuestos terapéuticos 
destinados a bloquear su acción e inducir así la apoptosis de las células 
tumorales. Algunos de ellos están siendo probados en ensayos clínicos para el 
tratamiento contra el cáncer (Gyrd-Hansen and Meier, 2010). 
Un miembro principal de esta familia es X-IAP que contiene tres dominios 
BIR, por lo que es capaz de unirse a diferentes caspasas (3, 7 y 9) inhibiendo su 
actividad proteolítica (Galban and Duckett, 2010). Diversos estudios 
estructurales la señalan como el único miembro de la familia IAP en mamíferos 
que puede funcionar como inhibidor competitivo directo de la actividad 
enzimática de las caspasas mediante la unión a su sitio catalítico (Eckelman et 
al., 2006). 
 
2. VÍAS DE SUPERVIVENCIA CELULAR. 
 
2.1. Vía de las MAPKs: activación de ERK. 
 
Las vías de las MAPKs pueden ser activadas por diversos estímulos, tanto 
extra como intracelulares, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas, 
hormonas o diferentes tipos de estrés celular (Raman et al., 2007). Asimismo, 
regulan una amplia variedad de procesos celulares básicos como proliferación, 
diferenciación, supervivencia o muerte celular (Nishida and Gotoh, 1993; Seger 
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and Krebs, 1995). Alteraciones en su regulación dan lugar a numerosas 
patologías como Parkinson (Silva et al., 2005), Alzheimer (Marques et al., 2003) 
o distintos tipos de cáncer (Wan et al., 2004), entre otras (Kim and Choi, 2010). 
Estas proteínas son activadas mediante una serie de fosforilaciones en cascada, 
que amplifican y trasducen la señal desde la membrana celular al núcleo. Se han 
identificado diversos miembros de esta familia, siendo los más estudiados ERK, 
JNK y p38. 
 En condiciones basales, ERK permanece en el citoplasma unido a MEK, a 
la red de microtúbulos o a otras proteínas (Fukuda et al., 1997). Diferentes 
mitógenos inducen la rápida fosforilación y consecuente activación de esta 
proteína, que puede translocarse al núcleo de la célula y activar diversas 
cascadas de señalización (Khokhlatchev et al., 1998). Una vez finalizada su 
función se defosforila y regresa al citoplasma (Fig.IV).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.IV: Ruta esquemática de la activación de ERK. La fosforilación de esta MAPK induce su 
activación actuando sobre diversas vías de señalización tanto en el citosol como a nivel nuclear. 
Adaptado de Tsang y Dawid, 2004 (Tsang and Dawid, 2004). 
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Dependiendo de la duración y magnitud de la activación de ERK así como 
de su localización subcelular, esta proteína es capaz de regular por fosforilación 
diversas dianas tanto citosólicas como nucleares (Whitehurst et al., 2004; Yoon 
and Seger, 2006). Está ampliamente descrito que promueve la supervivencia 
celular tanto mediante la inactivación de proteínas componentes de la 
maquinaria apoptótica como activando la transcripción de genes de 
supervivencia (Balmanno and Cook, 2009; Ballif and Blenis, 2001; Erhardt et al., 
1999; Le Gall et al., 2000). Así, se sabe que puede promover la expresión 
(Boucher et al., 2000) o la actividad (Maurer et al., 2006) de proteínas anti-
apoptóticas como Bcl-2, Mcl-1 y las IAPs o reprimir a los miembros pro-
apopóticos de la misma familia como Bad o Bim (Zha et al., 1996) (Fueller et 
al., 2008; Ley et al., 2004; She et al., 2002). Paradójicamente, han aparecido 
una serie de estudios muy recientes que indican que bajo determinadas 
condiciones, una activación aberrante o prolongada de ERK puede promover 
muerte celular (Cagnol and Chambard, 2010). Esto parece ser un mecanismo de 
control para evitar crecimiento o división celular incontrolados. 
 
2.2. Vía de PI3K y Akt. 
 
La PI3K es una quinasa que juega un papel fundamental a nivel celular 
regulando crecimiento y supervivencia, metabolismo, tamaño celular, respuesta 
inmune y comunicación intercelular (Kandel and Hay, 1999) (Wymann and 
Marone, 2005). Su función principal se basa en la fosforilación del segundo 
mensajero PI-4,5-P2 a PI-3,4,5-P3. Este paso es a su vez regulado negativamente 
por la fosfatasa PTEN (Stiles, 2009a). 
La vía de PI3K se induce mediante la unión de diferentes factores de 
crecimiento y citoquinas a sus respectivos receptores en la superficie celular 
(Wymann and Marone, 2005). Como consecuencia, se produce la activación de 
proteínas diana y se genera una señalización en cascada que llega hasta el 
núcleo. Entre las proteínas activadas por esta vía, una de las mejor 
caracterizadas es Akt (también conocida como PKB) implicada en proliferación y 
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supervivencia celular (Datta et al., 1999). Akt puede ser fosforilada en dos 
residuos, Thr308 y Ser473. Ambos promueven su completa activación, pudiendo 
estimular vías de señalización muy diversas (Alessi et al., 1996). Entre las dianas 
directas de esta proteína se incluyen moléculas claves implicadas en apoptosis, 
como son las caspasas 3 y 9 o miembros de la superfamilia Bcl-2, sobre las que 
actuaría impidiendo la señalización apoptótica (Aslan and Thomas, 2009; Stiles, 
2009b). En este sentido, Akt puede inhibir, por ejemplo, la función pro-
apoptótica de Bad mediante su fosforilación, favoreciendo que permanezca 
secuestrada en el citoplasma (Datta et al., 1997). Así se evita su interacción con 
miembros anti-apoptóticos de la familia Bcl-2, que a su vez quedan libres para 
promover rutas de supervivencia celular (Masters et al., 2001; Scheid et al., 
1999). Por el mismo mecanismo de acción, Akt puede bloquear la activación de 
Bax, impidiendo el cambio conformacional de dicha proteína así como su 
translocación a la mitocondria (Gardai et al., 2004; Yamaguchi and Wang, 2001). 
Además es capaz de inhibir apoptosis de forma indirecta, por ejemplo mediante 
la fosforilación de GSK3β, impidiendo que ésta a su vez fosforile y degrade la 
proteína anti-apoptótica Mcl-1 (Kuo et al., 2001; Liu et al., 2001; Longo et al., 
2008). Por tanto, estaría afectando al equilibrio de los miembros pro y anti-
apoptóticos de la familia Bcl-2.  
 
2.3. Vía antioxidante mediada por Nrf-2 y HO-1. 
 
El estrés oxidativo se origina en las células por una gran diversidad de 
estímulos que, a su vez, promueven la generación de especies reactivas 
oxidantes (principalmente derivadas de oxígeno). Esto supone un enorme 
impacto sobre la supervivencia, crecimiento o desarrollo pudiendo dar lugar a 
una gran cantidad de patologías asociadas. Por ello, es necesario que exista un 
estricto control celular sobre los niveles de estas especies reactivas, evitando su 
acumulación (Meneghini, 1997).  
Entre las diferentes vías que se activan en respuesta al estrés oxidativo, 
una de las rutas de protección más importantes a nivel celular es la mediada por 
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el factor de transcripción Nrf-2 (Kang et al., 2005; Yanaka et al., 2005). Estudios 
llevados a cabo sobre los promotores génicos permitieron identificar una 
secuencia conocida como ARE que controla la expresión de genes antioxidantes, 
entre ellos todos los genes regulados por Nrf-2 (Fig.V) (Venugopal and Jaiswal, 
1998; Wasserman and Fahl, 1997).  
En condiciones normales, Nrf-2 permanece retenido en el citoplasma 
unido a la proteína inhibidora Keap1. Cuando se produce un aumento del estrés 
oxidativo a nivel celular, Nrf-2 se disocia de Keap1, se estabiliza y pasa al 
núcleo, potenciando la expresión de genes antioxidantes a través de su 
interacción con los elementos de respuesta ARE (Itoh et al., 1999; Zipper and 
Mulcahy, 2002). Se ha descrito que varias proteínas quinasas, entre ellas ERK, 
pueden modificar Nrf-2, induciendo su liberación de Keap1 (Zipper and Mulcahy, 
2003) (Kang et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.V: Esquema de la señalización mediada por Nrf-2 a nivel celular. Activación de la expresión 
de la enzima antioxidante HO-1. 
 
Entre los principales genes diana activados por Nrf-2 se encuentran los 
genes de las HO, enzimas citoprotectoras cuya función básica es la degradación 
de los grupos hemo libres (Gozzelino et al., 2010). En humanos y roedores 
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existen dos isoenzimas: HO-1, cuya expresión se induce ubicuamente en 
respuesta a estrés oxidativo, y HO-2, que se expresa de forma constitutiva.  
Se ha descrito que el factor de transcripción Nrf-2 es fundamental en su 
activación pero también otras vías como la de PI3K/Akt son capaces de inducir 
la expresión de HO-1 o modular su actividad (Kang et al., 2002) (Brunt et al., 
2006).  
 
3. LIPOXINAS: COMPUESTOS LIPÍDICOS RESOLUTIVOS. 
 
La inflamación es una respuesta del organismo frente a las agresiones del 
medio que surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente nocivo, así 
como de reparar el tejido u órgano dañado. Durante la inflamación existe una 
producción y liberación a nivel local de una compleja diversidad de moléculas 
activas que se suceden en el tiempo (Serhan et al., 2007; Serhan and Savill, 
2005). Las primeras células en llegar a la zona afectada son los neutrófilos, que 
destruyen el estímulo nocivo y mueren rápidamente vía apoptosis, debiendo ser 
eliminados a continuación (Nathan, 2006). Seguidamente, llegan a la zona los 
macrófagos (monocitos extravasados de la circulación sanguínea), que son 
células altamente especializadas cuya principal función es la fagocitosis. Una 
vez han limpiado la zona afectada, se lleva a cabo un cambio de señalización 
que induce el final de la inflamación en un proceso conocido como ―fase de 
resolución‖ (Serhan, 2007). Esta fase es un proceso activo y estrictamente 
controlado en el eje temporal, que permite que los tejidos afectados recuperen 
la homeostasis, limitando un daño tisular excesivo y minimizando el desarrollo 
de procesos inflamatorios crónicos (Nathan, 2002; Nathan and Ding, 2010). Se 
han identificado varios derivados lipídicos con potentes actividades biológicas, 
que son sintetizados activamente en dicha fase de resolución y que actúan de 
forma local (Levy et al., 2001). Entre estos productos destacan las lipoxinas, que 
son derivados del ácido araquidónico (AA) (Schwab and Serhan, 2006; Serhan et 
al., 1984b), así como las resolvinas y protectinas, más recientemente descritas y 
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cuyo precursor es un ácido graso distinto (Omega-3) (Schwab et al., 2007; 
Serhan et al., 2008b).  
El AA es liberado de los fosfolípidos de la membrana celular por la acción 
de la fosfolipasa A2, en respuesta a una gran variedad de estímulos. Una vez 
libre puede ser metabolizado por las ciclooxigenasas (COX) para generar 
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs). Alternativamente, este ácido graso 
puede ser oxidado por la vía de las lipooxigenasas (LOX) generando leucotrienos 
(LTs) y lipoxinas (LXs) (Levy et al., 2001).  
Se ha demostrado la presencia de niveles basales de lipoxinas en 
condiciones fisiológicas en diversos tejidos humanos, que aumentan 
considerablemente en las enfermedades inflamatorias. Se han detectado, por 
ejemplo, en lavados broncoalveolares de individuos con enfermedades 
pulmonares (Lee et al., 1990), en pólipos nasales  (Edenius et al., 1990) o en 
nefritis (Papayianni et al., 1995).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.VI: Estructura de las lipoxinas. En las reacciones de biosíntesis se pueden generar dos 
isómeros posicionales como producto final: LXA4 y LXB4. Extraído de McMahon y colaboradores, 2001 
(McMahon et al., 2001). 
 
 
Las lipoxinas son rápidamente metabolizadas y transformadas en 
compuestos inactivos principalmente mediante la deshidrogenación en el 
carbono 15 (Clish et al., 2000). Por este motivo, se han desarrollado varios 
análogos estables con modificaciones específicas de las estructuras nativas de 
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las lipoxinas que los hacen más resistentes a la degradación (Serhan et al., 
1995). Estos compuestos han sido ampliamente utilizados en los últimos años y 
parecen tener un gran potencial terapéutico en distintos modelos patológicos 
experimentales, aunque sus efectos actualmente son muy controvertidos 
(McMahon et al., 2001; Romano, 2005).  
 
3.1. Lipooxigenasas (LOX).  
 
Las LOX son una familia de enzimas dioxigenasas que comenzaron a ser 
estudiadas con detalle en los años 80 en leucocitos humanos por el grupo de 
Charles N. Serhan y sus colaboradores (Serhan et al., 1984b) (Samuelsson et al., 
1987). Estas enzimas catalizan la incorporación de moléculas de oxígeno en 
átomos de carbono específicos utilizando como sustrato los ácidos grasos.  
Las LOX, al igual que las COX, utilizan como sustrato el AA, generando dos 
productos finales, la lipoxina A4 (LXA4) y la lipoxina B4 (LXB4), de los cuales la 
LXA4 es la que se ha estudiado de forma más extensa (Fig.VI). Se han aislado 
distintas LOX que inicialmente recibieron los nombres de 5, 12 y 15- LOX, en 
función del carbono del AA que oxigenaban (Kuhn et al., 1986). Posteriormente, 
se descubrió que algunas de estas enzimas podían realizar oxigenaciones en 
puntos alternativos, por lo que la misma enzima podía generar más de un 
producto final (Kuhn and Thiele, 1999). Por ello, hace unos años se propuso una 
nueva clasificación según su homología de secuencia y sus propiedades 
enzimáticas (Kuhn, 2000), pero este aspecto aún se encuentra en debate. 
Los estudios de distintas secuencias tanto en el genoma humano como en 
el de ratón han permitido realizar un análisis detallado de la estructura y 
organización de los genes de las LOX (Funk et al., 2002). Se han realizado 
diversos estudios con ratones deficientes en estos genes. Aunque dichos 
animales se desarrollan de forma correcta y llegan a ser adultos sanos, parecen 
ser más sensibles a procesos de inflamación aguda. Los estudios con ratones 
deficientes en 5-LOX en diversos modelos patológicos experimentales (Funk and 
Chen, 2000; Irvin et al., 1997) describen que la ausencia de dicha enzima no 
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presenta efectos claros en inflamación. Este resultado parece deberse a que la 
5-LOX ejerce un papel dual, participando también según el contexto celular, en 
la síntesis de compuestos inflamatorios como los leucotrienos. No existen 
resultados definitivos sobre los efectos de la  deficiencia de la 12-LOX en ratón 
aunque parece ser que estos animales poseen mayor tendencia trombótica 
(Johnson et al., 1998) así como defectos en la barrera acuosa cutánea (Johnson 
et al., 1998). Finalmente, diversos estudios en ratones deficientes en 15-LOX 
demostraron que esta enzima parece tener un importante papel en 
aterosclerosis, aunque sus mecanismos de acción tampoco están claros (Cyrus et 
al., 1999; George et al., 2001).  
 
3.2. Biosíntesis de las lipoxinas. 
 
Las lipoxinas se generan principalmente a través de la acción secuencial 
de dos enzimas que actúan en cascada. Se producen mediante un mecanismo 
conocido como ―biosíntesis trascelular‖, puesto que es necesaria la cooperación 
de varios tipos celulares para la generación del producto final (Serhan, 1997). 
Existen tres rutas biosintéticas importantes, que pueden darse de forma aislada 
o simultáneamente dependiendo del contexto celular (Kantarci and Van Dyke, 
2003): 
 
 Señalización iniciada por 15-LOX. 
La primera ruta biosintética conocida implica la inserción de un oxígeno 
molecular en el carbono 15 del AA por la 15-LOX de monocitos y células 
epiteliales. Se genera como intermediario 15(S)-HETE, que puede servir como 
sustrato para la 5-LOX de los neutrófilos polimorfonucleares (PMN). El producto 
generado en esta última reacción tiene una vida media corta y se transforma 
rápidamente en LXA4 o LXB4 (Serhan et al., 1984a, b).  
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 Señalización iniciada por 5-LOX. 
La segunda ruta se produce gracias a la interacción entre neutrófilos que 
poseen 5-LOX, y plaquetas, que tienen grandes cantidades de 12-LOX pero no 
son capaces de producir lipoxinas por sí mismas (Fig.VII) (Chiang et al., 2005). 
Los neutrófilos producen LTs como intermediarios, que son transformados por 
las plaquetas tanto en LXA4 como en LXB4 (Serhan and Sheppard, 1990).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.VII: Esquema de la ruta biosintética de las lipoxinas generada por biosíntesis trascelular. 
Está mediada por la cooperación entre las plaquetas y los neutrófilos PMN. En presencia de aspirina, la 
actividad de la enzima COX-2 cambia hacia la síntesis de 15-epi-LXA4. Esquema adaptado de McMahon y 
colaboradores, 2001 (McMahon et al., 2001). 
 
 Ruta de 15-epi-lipoxinas o lipoxinas derivadas de la aspirina (ATL). 
En la tercera vía la enzima COX-2 es acetilada por la aspirina. Esto inhibe 
la síntesis de PGs y hace que la enzima genere en su lugar 15-(R)-HETE a partir 
del AA, el cual es liberado y transformado en 15-epi-lipoxinas por los leucocitos 
adherentes, que poseen 5-LOX (Claria and Serhan, 1995).  
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Los epímeros de lipoxinas generados a partir de la aspirina tienen una vida 
media más larga que los compuestos nativos y se calcula que aproximadamente 
su tasa de degradación es la mitad (Clish et al., 1999; Serhan et al., 1995). Esto 
es interesante puesto que, como la 15-epi-LXA4 parece actuar a través del 
mismo receptor que la LXA4 nativa, debería presentar efectos más prolongados 
debido a su mayor biodisponibilidad.  
Se ha demostrado que las propiedades anti-inflamatorias de la aspirina se 
deben, en gran parte, a su capacidad para generar ATLs (Chiang et al., 2004), 
cuya formación ha sido detectada ―in vivo” en varios modelos experimentales 
de inflamación como peritonitis (Chiang et al., 1998) o en sangre de pacientes 
asmáticos intolerantes a la aspirina (Sanak et al., 2000).  
Estos compuestos son capaces de limitar la infiltración de PMNs y reducir 
la producción de mediadores pro-inflamatorios como PGs y quimioquinas. Esto 
mismo ocurre con otros medicamentos como los glucocorticoides, que son muy 
utilizados en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Perretti et al., 
2002) o las estatinas, que aumentan los niveles miocárdicos de las 15-epi-
lipoxinas, lo que podría explicar sus propiedades anti-inflamatorias (Birnbaum et 
al., 2006). Se han generado también análogos estables sintéticos de las 15-epi-
lipoxinas que parecen ser capaces de inhibir de forma más efectiva que los 
compuestos nativos el reclutamiento de neutrófilos ―in vivo” (Clish et al., 1999; 
Romano, 2005).  
 
3.3. Receptor de las lipoxinas: ALX. 
 
Aunque parecen existir diferentes mecanismos de acción de las lipoxinas, 
se ha descrito que son capaces de interaccionar con un receptor específico de 
alta afinidad denominado ALX. Es un receptor de siete dominios transmembrana 
acoplado a proteínas G (GPCRs) para el que la LXA4 es su ligando endógeno más 
potente (Chiang et al., 2006). Aunque inicialmente fue clonado como un 
receptor huérfano, se demostró que su ADN compartía una elevada homología 
de secuencia con los receptores FPR. Recientemente, la Unión Internacional de 
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Farmacología Básica y Clínica LXXIII ha establecido una nueva nomenclatura para 
los receptores de esta familia, donde ALX recibe como nombres alternativos 
FPRL-1 o FPR-2 (Ye et al., 2009). 
Estos receptores se expresan en numerosos tipos celulares como 
neutrófilos (Fiore et al., 1994), monocitos (Maddox et al., 1997), células T 
activadas (Ariel et al., 2003), células del epitelio bronquial (Bonnans et al., 
2003) o células mesangiales de riñón (McMahon et al., 2000). Asimismo, se ha 
determinado que ALX es capaz de interaccionar con diferentes ligandos, entre 
los que se incluyen péptidos sintéticos y determinadas proteínas, que se unen a 
él con mucha menor afinidad que la LXA4 (Chiang et al., 2000). Dependiendo del 
ligando con el que interaccione, el receptor es capaz de cambiar de señalización 
anti a pro-inflamatoria (Gronert et al., 1998). Parece ser que ―in vivo” 
predominan las propiedades anti-inflamatorias, al menos durante respuestas 
fisiológicas (Fig.VIII).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.VIII: Efectos mediados por la interacción de ALX con diferentes ligandos. Dependiendo de 
los ligandos con los que interaccione este receptor, las acciones finales que se desencadenan pueden ser 
tanto anti como pro-inflamatorias. 
 
Otro posible ligando de gran interés en medicina, que parece ser capaz de 
interaccionar con el receptor ALX es la proteína anexina I, que se induce tras el 
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tratamiento con glucocorticoides como terapia anti-inflamatoria (Gavins et al., 
2005; Perretti et al., 2002). Existen diversos modelos donde se ha demostrado 
que los glucocorticoides producen un aumento de la expresión de este receptor 
(Hashimoto et al., 2007; Sawmynaden and Perretti, 2006). Esto puede 
representar una redundancia funcional en los circuitos anti-inflamatorios 
celulares y puede suponer una nueva aproximación hacia futuras terapias 
combinadas. 
 
3.4. Efectos biológicos de las lipoxinas. 
 
En mamíferos las lipoxinas se generan fisiológicamente en el rango 
picomolar a nanomolar. Sus funciones y vías de señalización han sido y son 
actualmente objeto de estudio, principalmente las de la LXA4. La LXB4, cuyos 
efectos han sido menos estudiados, parece compartir acciones anti-inflamatorias 
con la LXA4 pero se ha observado que no compite con ella por la unión al 
receptor (Chiang et al., 2005). 
 
 Efecto anti-inflamatorio de las lipoxinas. 
 
En los últimos años han aumentado los estudios sobre los efectos anti-
inflamatorios de las lipoxinas en distintos modelos ―in vitro”. Entre sus 
funciones más destacadas están: 
 
 Inhibición del reclutamiento y activación de neutrófilos y eosinófilos en 
el rango nanomolar (Bandeira-Melo et al., 2000; Serhan et al., 1995). 
 Estimulación directa de la expresión de genes relacionados con rutas 
anti-inflamatorias o resolutivas (Qiu et al., 2001).  
 Regulación de la activación del factor de transcripción NF-κB (Decker et 
al., 2009; Jozsef et al., 2002; Kopp and Ghosh, 1994).  
 Estimulación de los macrófagos para que fagociten a los PMN apoptóticos 
del foco inflamatorio. Este efecto está asociado con un aumento en la liberación 
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de TGF- por parte de los macrófagos, así como una bajada en los niveles de   
IL-8 y MCP-1 (Godson et al., 2000; Mitchell et al., 2002). 
  Regulación de la organización del citoesqueleto en macrófagos mediante 
el ensamblaje de las moléculas de actina y miosina, promoviendo la polarización 
celular y la formación de filamentos y pseudópodos (Maderna et al., 2002; 
Reville et al., 2006).   
 Reprogramación de la producción de citoquinas en los macrófagos 
induciendo un cambio fenotípico en estas células que dejarían de ser pro-
inflamatorias (Mitchell et al., 2002). 
 Acción antifibrótica de la LXA4 en células mesangiales, controlando de 
esta forma la progresión de la enfermedad renal (Rodgers et al., 2005). 
 
Todos estos trabajos indican que la LXA4 posee una acción anti-
inflamatoria y anti-fibrótica “in vitro”, y en este sentido tendría una gran 
utilidad terapéutica. Esto mismo parecen indicar los estudios realizados en 
diferentes modelos patológicos ―in vivo”, como asma (Levy et al., 2002), 
dermatitis (Guilford et al., 2004; Schottelius et al., 2002), glomerulonefritis 
(Ohse et al., 2004) o periodontitis (Kantarci and Van Dyke, 2005), donde existe 
una notoria mejoría en los síntomas tras el tratamiento con lipoxinas.  
 
 Papel de las lipoxinas como inmuno-moduladores en las infecciones. 
 
Existen cada vez más evidencias del papel inmuno-modulador de estos 
compuestos lipídicos durante las infecciones producidas por la acción de 
distintos patógenos (Aliberti and Bafica, 2005). Así, se ha descrito que 
Toxoplasma gondii, un protozoo parásito que codifica su propia 15-LOX, es 
capaz de activar la biosíntesis de LXA4, modulando así la respuesta inmune del 
huésped (Aliberti et al., 2002; Bannenberg et al., 2004). Por otro lado, se ha 
visto que la acción de la LXA4 como inhibidor de la síntesis de PGE2 es utilizada 
por cepas virulentas de Mycobacterium tuberculosis para evitar la reparación de 
la membrana plasmática de los macrófagos, promoviendo la necrosis de estas 
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células inmunes y permitiendo así a la bacteria evadirse de los mecanismos de 
defensa del huésped (Divangahi et al., 2009).  
 
 Papel de las lipoxinas sobre la apoptosis celular. 
 
Cabe destacar que, mientras los efectos de las lipoxinas como compuestos 
anti-inflamatorios han sido objeto de numerosos estudios a lo largo de varias 
décadas, su papel en otros procesos celulares básicos como la apoptosis, 
fundamentales en su función resolutiva, no se habían estudiado en profundidad. 
Los primeros  trabajos en este sentido, que surgieron a finales de los años 90, 
indicaban que las lipooxigenasas parecían ser reguladores críticos de la 
supervivencia celular (Tang et al., 1996). En los años siguientes, aparecieron 
algunas publicaciones sobre su papel en apoptosis pero presentaban resultados 
muy diversos dependiendo del modelo celular empleado. Por ejemplo, el grupo 
de Goh y colaboradores, describió que la lipoxina en dosis nanomolares inhibía 
la apoptosis en células de la mucosa intestinal humana ―ex vivo” (Goh et al., 
2001). Años más tarde, apareció otro estudio en fibroblastos intersticiales 
renales de rata donde elevadas dosis de LXA4 (rango micromolar) inducían 
apoptosis celular (Wu et al., 2005). Publicaciones más recientes describen un 
papel pro-apoptótico de las lipoxinas en neutrófilos, argumentando que este 
hecho potenciaría su papel resolutivo puesto que la eliminación de estas células 
inmunes una vez finalizada su función, es un paso crítico para una resolución 
eficiente del proceso inflamatorio (El Kebir et al., 2008; El Kebir et al., 2007). 
Por el contrario, a pesar de que se conoce que una de las principales células 
diana de la acción de las lipoxinas son los macrófagos, al inicio de la presente 
Tesis Doctoral no se conocía el papel que podían jugar estos compuestos sobre 
la apoptosis de este tipo celular.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
                                                                                        Objetivos 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
- 49 - 
 
 
Basándonos en los antecedentes presentados en la Introducción, nos 
planteamos como hipótesis si la LXA4 podría estar participando en la respuesta 
inmune a través de la modulación de la viabilidad de los macrófagos. Por tanto, 
los objetivos propuestos para el desarrollo de esta Tesis Doctoral fueron los 
siguientes: 
 
1. Evaluar si la LXA4 es capaz de modular la apoptosis de macrófagos 
murinos y humanos, inducida a través de distintos estímulos pro-apoptóticos. 
Analizar si esta respuesta está mediada por el receptor específico ALX. 
 
2. Estudiar si las principales vías de señalización apoptóticas celulares (vía 
extrínseca y vía mitocondrial) se encuentran afectadas en los macrófagos tras el 
tratamiento con LXA4.  
 
3. Determinar las dianas moleculares de la LXA4 en los macrófagos. 
Analizar de forma más concreta las rutas que se encuentran reguladas por la 
acción de dicho compuesto en los diferentes modelos de estudio. 
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1. MATERIALES. 
 
1.1. REACTIVOS. 
 
La estaurosporina (Stau) fue comprada a Calbiochem (San Diego, CA, USA). 
La LXA4 y su análogo, derivado de la aspirina, la 15-epi-LXA4 fueron 
suministradas por Cayman (Ann Arbor, MI, USA). El inhibidor del proteasoma 
(MG132), el inhibidor de PI3K (LY294002) y de ERK (PD098059) fueron adquiridos 
en Calbiochem. El etopósido y el LPS (componente derivado de la pared 
bacteriana), fueron suministrados por Sigma (St. Louis, MO, USA). El GSNO, 
donador de NO fue adquirido en Alexis Biochemicals. Asimismo se utilizaron IFN 
y TNF- que fueron suministrados por PeproTech (London, UK). 
Para analizar la muerte celular mediada por FAS se usó un anticuerpo 
monoclonal contra su receptor, en este caso un clon denominado Jo2 que fue 
proporcionado por BD (San Jose, CA, USA). N-t-Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (Boc-
2), el péptido antagonista del receptor de la lipoxina fue suministrado por 
Bachem (Switzerland). 
Los anticuerpos primarios utilizados fueron comprados a diversas casas 
comerciales indicadas en la tabla 1. Los anticuerpos secundarios fueron 
proporcionados por Pierce (contra ratón y conejo) y Sigma (para cabra). El 
anticuerpo secundario utilizado para la detección de AIF Alexa-Fluor 488, el 
Hoechst 33258 así como el reactivo Mito-tracker
®
Red CMXRos fueron 
suministrados por Molecular Probes (Eugene, OR, USA). La sonda fluorescente 
DAF-2 era de Cayman y la sonda DCFH de Sigma. 
Los medios de cultivo eran de Gibco (Invitrogen), el suero fetal bovino 
(SFB) de Sigma  y todo el material empleado en cultivo celular era de Falcon 
(Lincoln Park, NJ) o TPP (Switzerland). Para las transfecciones celulares se 
utilizó la solución V para nucleofectar de Amaxa (Lonza, Germany). 
La extracción de ARN se realizó con TRIzol
®
 de Invitrogen, el kit utilizado 
para la RT-PCR así como los cebadores empleados para la técnica de PCR 
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cuantitativa fueron de Invitrogen y el SYBR
®
 Green utilizado era de Applied 
Biosystems. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para ―Western blot‖ e inmunofluorescencia. 
 
 
1.2. ANIMALES. 
 
Todos los animales utilizados en el presente trabajo fueron mantenidos y 
tratados de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité Ético para la 
Investigación con Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas ―Alberto 
Sols‖ en consonancia con las directivas europeas 86/609/EEC y 2003/65/EC. 
Anticuerpo Referencia Casa comercial
AIF sc-5586 Santa Cruz
Akt 9272 Cell Signaling
β-actina A 5441 Sigma
Bax 2772 Cell Signaling
Bcl-2 ab7973 Abcam
Citocromo c 556433 BD Biosciences
ERK 9102 Cell Signaling
HO-1 AB1284 Chemicon
JNK sc-571 Santa Cruz
Lamina B sc-6217 Santa Cruz
Mcl-1 sc-819 Santa Cruz
Nrf-2 sc-13032 Santa Cruz
p38 9212 Cell Signaling
p85 06-195 Upstate
P-Akt Ser473 4060 Cell Signaling
P-ERK 9101 Cell Signaling
P-JNK 9251 Cell Signaling
Porina A31855 Invitrogen
P-p38 9211 Cell Signaling
x-IAP 610762 BD Biosciences
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Para la obtención de macrófagos peritoneales se utilizaron ratones BALB/c 
machos, de entre 8 y 10 semanas, libres de parásitos específicos, suministrados 
por Charles River y mantenidos en condiciones controladas de luz, presión y 
temperatura, permitiéndoles el acceso de agua y comida “ad libitum”.  
Los ratones deficientes en Nrf-2 (Nrf2
-/-
) y los correspondientes controles 
(Nrf-2
+/+
), ambos con un fondo genético C57BL/6, fueron cedidos generosamente 
por el Dr. Antonio Cuadrado (Instituto de Investigaciones Biomédicas ―Alberto 
Sols‖, Madrid, España).  
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2. MÉTODOS. 
 
2.1. CULTIVO CELULAR. 
 
Durante la realización de este trabajo se utilizaron líneas celulares y 
cultivos primarios murinos y humanos. 
La manipulación y siembra de células se realizó bajo campana de flujo 
laminar Telstar modelo PV-100. Las células fueron mantenidas en un incubador 
de células Heraeus con un 5% de CO2 a saturación de humedad.  
 
2.1.1. Cultivo de líneas celulares. 
 
Se trabajó con la línea celular murina de fenotipo macrofágico            
RAW 264.7. Las células se sembraron a 6-8x10
4 
cel/cm
2
 en medio RPMI 1640 
suplementado con 10% SFB, L-glutamina 2 mM y antibióticos (50 µg/ml de 
penicilina, estreptomicina y gentamicina). Previamente a las estimulaciones, las 
células RAW 264.7 se lavaron con PBS y se reemplazó el medio de cultivo por 
RPMI 1640 suplementado con un 1% de SFB. 
La línea celular monocítica humana THP-1 se mantuvo en las mismas 
condiciones que las células RAW 264.7. La diferenciación de estas células a 
macrófagos se logró mediante el tratamiento de las mismas durante 48 h con 
PMA a una concentración de 50 nM. 
 
2.1.2. Cultivo de células primarias murinas. 
 
- Aislamiento y cultivo de macrófagos peritoneales. 
 
Cuatro días antes de la extracción de los macrófagos se administró a los 
ratones 2,5 ml de caldo de tioglicolato (3% p/v) (Difco) mediante inyección 
intraperitoneal para estimular la producción de células de tipo macrofágico. 
Pasado este tiempo se sacrificaron los animales por saturación del ambiente con 
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CO2. Se les retiró la piel de la cavidad abdominal y se inyectaron 10 ml de medio 
RPMI 1640 frío a cada animal. Tras aplicar un suave masaje a la zona, se 
recuperó el medio de la cavidad abdominal y se centrifugó a 1100 rpm a 4 ºC 
durante 5 min. El precipitado obtenido, constituido por macrófagos y linfocitos, 
se lavó dos veces con PBS y se resuspendió en RPMI 1640 suplementado con 10% 
SFB y antibióticos. Las células se sembraron (10
6 
cel/cm
2
) y se mantuvieron 
durante 3 h a 37 ºC. Transcurrido ese tiempo se retiró el sobrenadante y se 
lavaron los platos con PBS frío con el fin de eliminar las células no adheridas a la 
placa (linfocitos). Al menos 12 h antes de estimular los macrófagos, el medio se 
sustituyó por RPMI 1640 con 1% SFB. 
 
2.1.3. Cultivo de células primarias humanas. 
 
- Aislamiento y cultivo de monocitos de sangre humana. 
 
Las células mononucleares de sangre periférica (PMBC) fueron aisladas de 
la sangre de donantes adultos sanos. Se realizó un lavado inicial de las muestras 
sanguíneas con PBS, se centrifugaron a 1800 rpm 10 min y se desechó el suero. A 
continuación se generó un gradiente celular en ficoll (Ficoll–Hypaque Plus, 
Amersham Bioscience, Holland) por centrifugación a 2000 rpm durante 30 min. 
Tras este paso se separaron las células de la fase intermedia, que corresponden 
a las PMBC y fueron cultivadas durante 2 h a una densidad inicial de 10
6
 cels/ml 
en DMEM sin suero y en presencia de antibióticos (100 g/ml penicilina y 
estreptomicina). Pasado ese tiempo se eliminó el sobrenadante y las células 
adherentes (mayoritariamente monocíticas) fueron cultivadas en el mismo 
medio con un 10% SFB. Al día siguiente se aspiró el medio de cultivo y se 
procedió a la diferenciación de monocitos a macrófagos mediante tratamiento 
con 20 ng/ml de M-CSF recombinante humano (Peprotech) durante siete días, 
renovando el medio de cultivo cada dos días. Una vez que las células estaban 
diferenciadas se procedió a las estimulaciones correspondientes. 
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2.2. DETERMINACIÓN DE LA APOPTOSIS CELULAR POR CITOMETRÍA DE 
FLUJO. 
 
Para los experimentos de citometría de flujo las muestras se procesaron 
en un citómetro modelo Cytomics FC500 de Beckman-Coulter y lo datos fueron 
analizados con el programa informático MXP de la misma casa comercial. 
 
2.2.1. Análisis de la fragmentación del ADN con ioduro de propidio. 
   
Las células fueron sembradas y mantenidas como se ha descrito 
previamente y recibieron los diferentes estímulos indicados en cada caso. 
Finalizado el tratamiento, fueron recogidas en tubos de citómetro añadiendo 
PBS frío. Seguidamente las muestras se centrifugaron a 1000 rpm 5 min a 4 ºC. 
El sobrenadante se aspiró y se añadió a cada tubo 400 µl de buffer de lisis 
(citrato de sodio 1%, Triton X-100 1%) con ioduro de propidio (IP) (Sigma) a una 
concentración final de 100 µg/ml. Se emplearon unas longitudes de onda de 
excitación 493 nm/ emisión 630 nm para la detección del IP. 
 
2.2.2. Análisis de la apoptosis temprana con anexina V. 
 
Para detectar procesos de apoptosis temprana, se recogieron las células 
como se ha descrito en el apartado anterior y tras la centrifugación se incubaron 
con 100 µl de anexina V-FITC preparada en su tampón de unión específico 
(ambos de BD Pharmingen) en oscuridad durante 15 min a temperatura 
ambiente (TA). A continuación se añadió PBS hasta un volumen final de 500 µl 
con IP 100 µg/ml y se procedió al análisis de las muestras. Las longitudes de 
onda empleadas para la detección de anexina V fueron de excitación 490 nm/ 
emisión 514 nm. 
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2.3. ANÁLISIS DEL ESTRÉS OXIDATIVO POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 
 
Para determinar los niveles de estrés oxidativo, medimos por un lado la 
producción de NO, utilizando como sonda DAF-2. Este compuesto difunde 
pasivamente a través de las membranas celulares y una vez dentro de las células 
reacciona con el NO, generando como resultado un reactivo fluorescente de 
color verde. Tras los tratamientos pertinentes, las células fueron incubadas con 
DAF-2 a una concentración de 200 µM durante 30 min a 37 ºC. Pasado ese tiempo 
se centrifugaron a 1000 rpm 5 min, se desechó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en PBS. Finalmente las muestras se incubaron con IP 
para determinar viabilidad celular. 
Por otro lado se cuantificó la liberación de especies reactivas del oxígeno 
utilizando la sonda DCFH, muy útil en la detección y cuantificación del peróxido 
de hidrógeno intracelular. Este reactivo se añadió a una concentración final de 
0,4 µM y se incubó a 37 ºC 30 min. Las células fueron recogidas en tubos de 
citómetro, centrifugadas y resuspendidas en PBS con IP para su análisis por 
citometría. 
 
2.4. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS TOTALES. 
 
Las células fueron resuspendidas en un tampón de lisis (CHAPS 0,5%, Tris 
HCl 10 mM pH 7,5, MgCl2 1 mM, EGTA 1 mM, glicerol 10%, β-mercaptoetanol      
5 mM) al que se añadieron extemporáneamente una combinación de inhibidores 
de proteasas y fosfatasas (Sigma, 1 l/ml). Las muestras se mantuvieron 15 min 
en hielo y posteriormente se agitaron vigorosamente durante 30 min a 4 ºC. A 
continuación se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min y los sobrenadantes 
se recogieron como extractos totales y fueron almacenados a -80 ºC. Para la 
correcta extracción proteica, las muestras fueron mantenidas a 4 ºC durante 
todo el proceso. 
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2.5. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS NUCLEARES Y 
CITOSÓLICOS. 
  
Las células se  resuspendieron en tampón BH frío (HEPES 10 mM pH 8, KCl 
10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) al que se añadió extemporáneamente la 
combinación de inhibidores de proteasas y fosfatasas  (Sigma, 1 l/ml) y Nonidet 
NP-40 0,5%. Tras la incubación en hielo durante 15 min, las muestras se agitaron 
vigorosamente durante 10 s y se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min. El 
sobrenadante ó extracto citosólico, se almacenó a -20 ºC. 
Al precipitado nuclear se le añadió tampón BC frío (HEPES 20 mM pH 8, 
NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, glicerol 20%), al que se añadieron 
previamente los cócteles de inhibidores mencionados anteriormente. El tubo se 
agitó suavemente a 4 ºC durante 30 min, y posteriormente, se centrifugó 15 min 
a 13000 rpm. El sobrenadante (extracto nuclear) se congeló a –80 ºC. Para la 
correcta extracción proteica, las muestras fueron mantenidas a 4 ºC durante 
todo el proceso. 
 
2.6. PREPARACIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS ENRIQUECIDOS EN 
MITOCONDRIA. 
 
Las células se resuspendieron en un tampón específico (sacarosa 320 mM, 
Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, al que se añadieron previamente los 
cócteles de inhibidores de fosfatasas y proteasas) y se homogeneizaron 
mediante pases repetidos a través de una aguja de 27-G generando un extracto 
proteico total. Estas muestras se centrifugaron en primer lugar a 1500 rpm 10 
min a 4 ºC para eliminar en los precipitados los núcleos y otras fracciones 
celulares densas y a continuación a 10000 rpm 15 min a 4 ºC salvando los 
sobrenadantes como extractos citosólicos. Seguidamente se añadió de nuevo 
este mismo tampón a los precipitados y las muestras se agitaron vigorosamente. 
Para finalizar se centrifugaron a 13000 rpm 5 min a 4 ºC y los sobrenadantes 
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fueron considerados como ―fracciones mitocondriales‖, que se almacenaron a -
20 ºC hasta su utilización. 
 
2.7. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA. 
 
La determinación de la concentración proteica de los diferentes extractos 
se cuantificó en un lector de placas ATOM 340 ATC (SLT LabInstruments). Las 
medidas se realizaron según el método descrito por Bradford (Bradford, 1976), 
usando albúmina de suero bovino como patrón. Este método se basa en la 
reacción entre los grupos sulfonados ácidos presentes en el azul de Coomasie, 
con grupos amino libres presentes en los aminoácidos básicos de las proteínas. 
Los cambios de absorbancia a 595 nm son directamente proporcionales a la 
concentración de proteína presente.  
 
2.8. ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS POR “WESTERN BLOT”. 
 
2.8.1. Electroforesis y transferencia. 
 
Las proteínas se separaron electroforéticamente en condiciones 
desnaturalizantes, utilizando geles de SDS-poliacrilamida (acrilamida/ 
bisacrilamida, 29:1) a distintos porcentajes (10-12%) según el peso molecular de 
la proteína diana (Laemmli, 1970). Los extractos de proteínas se calentaron a  
95 ºC durante 8 min en el tampón de carga Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH 6,8, SDS 
2%, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 3% y azul de bromofenol 0,005%). Se 
cargaron los geles con cantidades iguales de proteína de cada muestra y se 
sometieron a corriente eléctrica en cubetas de electroforesis de BioRad a TA. 
Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron en frío a 
membranas Hybond
®
-PVDF (Amersham) en un tampón de transferencia 
constituido por Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%, pH 8,3 durante 2 h a 
400 mA. 
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2.8.2. Inmunodetección. 
 
Con el fin de saturar los sitios de unión inespecífica, las membranas se 
mantuvieron durante 1 h a TA en una solución de leche desnatada en polvo al 5% 
en PBS. Transcurrido este tiempo, se incubaron con los anticuerpos primarios 
específicos, durante toda la noche a 4 ºC. A continuación las membranas se 
lavaron con T-PBS (PBS y Tween-20 0,1%) y fueron expuestas a los 
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa. 
Finalmente y tras realizar los lavados correspondientes, el revelado se llevó a 
cabo empleando reactivos ECL
®
 (Amersham) en un analizador de imágenes 
acoplado a una cámara (Gel-Doc, BioRad). La cuantificación de la intensidad de 
las bandas se realizó por densitometría utilizando el programa informático 
Quantity One (BioRad).  
Las membranas fueron sometidas a incubaciones sucesivas con diferentes 
anticuerpos tras ser tratadas con tampón PBS con SDS 2%, suplementado con β-
mercaptoetanol (100 mM) durante 30 min a 60 ºC y en continua agitación. 
 
 
2.9. PREPARACIÓN DE PLÁSMIDOS Y TRANSFECCIONES CELULARES. 
 
2.9.1. Transformación de bacterias competentes. 
 
Para la amplificación de los plásmidos se utilizaron bacterias Subcloning 
Efficiency DH5α® Chemically Competent E.coli (Invitrogen). Las bacterias se 
descongelaron en hielo y se tomó una alícuota de 100 µl para cada 
transformación. Directamente se añadieron 10 ng de ADN plasmídico a las 
bacterias y se mezclaron con agitación suave sin pipetear. Tras incubación en 
hielo durante 30 min se sometieron a un choque térmico en un baño a 37 ºC 
durante 1 min. Inmediatamente después los tubos se pusieron de nuevo en hielo 
durante 5 min y tras este tiempo se añadió 1 ml de medio Luria Bertani (LB) sin 
antibiótico y se mezcló suavemente. Los tubos se incubaron en un baño a 37 ºC 
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durante 1 h. De cada tubo de transformación se tomaron 100 µl y se sembraron 
en una placa de LB-agar con el antibiótico de selección (ampicilina). Las placas 
se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. 
 
2.9.2. Crecimiento de bacterias transformadas y purificación de 
plásmidos. 
 
Transcurrido el tiempo necesario para el crecimiento de las colonias 
resistentes al antibiótico en las placas de agar, se seleccionó una única colonia y 
se inoculó con ella un tubo con 2 ml de LB con ampicilina 100 µg/ml y se dejó 
crecer durante 2 h a 37 ºC en agitación. Seguidamente se transfirió 1 ml de 
dicho cultivo a un matraz con 200 ml de LB con ampicilina, permitiendo el 
crecimiento bacteriano durante toda la noche. Al día siguiente los cultivos 
bacterianos se centrifugaron a 5000 rpm 5 min, se decantó el sobrenadante y 
partiendo de los precipitados se purificaron los plásmidos con el kit EndoFree®- 
Plasmid Maxiprep (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
concentración del ADN obtenido se cuantificó en un Nanodrop ND-1000 
(Nanodrop Technologies) y los plásmidos purificados se guardaron a -20 ºC. 
 
2.9.3. Transfección de células y ensayos de actividad luciferasa. 
 
Las células RAW 264.7 fueron transfectadas con el plásmido ARE-Luc 
(cedido generosamente por el Dr. Antonio Cuadrado) que tiene varias copias del 
elemento de respuesta antioxidante unido al gen de la luciferasa. Como 
plásmido control utilizamos un pGL3 basic facilitado por este mismo grupo.  
Para llevar a cabo las transfecciones, 5x10
6
 células fueron resuspendidas 
en 100 µl de la solución de nucleofección V de Amaxa (Lonza). Seguidamente se 
añadieron 2 g del ADN plasmídico correspondiente y se procedió a la 
transfección utilizando un programa específico para este tipo celular en el 
Nucleofector
®
 Device de Amaxa. Inmediatamente después se añadieron 900 µl 
de medio de cultivo a la cubeta y se recogieron las células, sembrándolas en 
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placas de 48 pocillos. A las 8 h se cambió el medio de cultivo y las células se 
dejaron reposar durante 18 h más en el incubador. Una vez finalizados los 
estímulos, se lisaron las células y se incubaron con el sustrato de la luciferasa 
siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega). La cantidad de luz liberada 
fue cuantificada en cada punto en un luminómetro GloMax
®
 96 de placa 
(Promega). 
 
2.10. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CASPASA. 
 
2.10.1. Determinación “in vitro” mediante fluorimetría. 
 
Extractos proteicos totales se incubaron a una concentración final de       
1 mg/ml con los correspondientes sustratos fluorescentes (20 µM) durante 1 h a 
TA. Para caspasa 3 se utilizó el Ac-DEVD-AMC (BD Pharmingen), para caspasa 8 el 
Ac-IETD-AFC (BD Pharmingen) y para caspasa 9 Ac-Leu-Glu-His-Asp-AFC 
(Bachem). La reacción se llevó a cabo en oscuridad y con una leve agitación. 
Pasado ese tiempo se midió la actividad en un fluorímetro modelo Fluoroskan 
Ascent (Labsystems), utilizando para caspasa 3 unas longitudes de onda de 
excitación/emisión de 340/460 nm y para las caspasas 8 y 9 400/480 nm. 
 
2.10.2. Determinación “in vivo” mediante CaspGLOW®. 
 
Para la determinación de la actividad ―in vivo‖ de las caspasas se 
utilizaron kits de tinción CaspGLOW
® 
(Biovision Research, USA). Las células se 
estimularon y fueron incubadas directamente con el reactivo fluorescente 
durante 1 h a 37 ºC en oscuridad. En todos los experimentos se llevó a cabo un 
control con el inhibidor de caspasas Z-VAD (1 µg/ml), suministrado por el 
fabricante. Las células se levantaron mediante un suave pipeteo y de forma 
inmediata se procedió a visualizarlas en un microscopio confocal modelo 
Espectral Leica TCS SP5 (Leica Microsystems). Las imágenes se adquirieron con 
el programa informático ―Leica Application Suite Advanced Fluorescence Lite 
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1.81‖, de la misma casa comercial y fueron analizadas con Image J. Para 
determinar el número total de células en cada campo y cuantificar el número de 
células activadas, realizamos tinciones nucleares adicionales con el colorante 
Hoechst (1:500).  
 
2.11. INMUNOFLUORESCENCIA. 
 
Las células se sembraron en placas de 8 o 16 pocillos (Chamber Slides, 
Falcon) a una densidad celular de 3x10
4
 por pocillo en 300 µl de medio. Se 
realizaron los estímulos oportunos y a continuación las células fueron marcadas 
con el colorante Mito-tracker CMX Ros (1:500) 30 min, para la detección 
mitocondrial. Seguidamente se lavaron las células 3 veces con PBS frío y se 
fijaron con paraformaldehído al 2% durante 10 min a TA. Tras un doble lavado 
con PBS, las células fueron permeabilizadas con metanol frío 5 min a TA. A 
continuación se lavaron de nuevo y se bloquearon con albúmina de suero bovino 
al 3% durante 30 min antes de incubarlas con el anticuerpo primario 18 h a 4 ºC 
(AIF, 1:100). Al día siguiente se lavaron los pocillos 3 veces con PBS y se 
incubaron las células con el anticuerpo secundario (1:500) durante 30 min a TA. 
Finalmente se lavaron de nuevo todos los pocillos y se montaron las muestras 
con un gel de montaje especial para fluorescencia Vectashield® (Vector Labs). 
Las muestras fueron analizadas en el microscopio confocal de Leica como 
se menciona en el apartado anterior. Para la determinación del coeficiente de 
colocalización se utilizó el programa Image J. 
 
2.12. PCR CUANTITATIVA (qPCR). 
 
2.12.1. Aislamiento del ARN. 
 
Las células (8x10
6
) se lavaron con PBS frío y se procedió a la extracción del 
ARN utilizando el reactivo TRIzol
®
 Reagent (Invitrogen) según las instrucciones 
del proveedor. Las muestras se transfirieron a tubos de polipropileno de 1,5 ml 
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tratados con DEPC, se añadieron a cada muestra 200 µl de cloroformo y se 
agitaron vigorosamente durante 15 s. Posteriormente se mantuvieron 15 min a 
TA y se centrifugaron durante otros 15 min a 13000 rpm a 4 ºC. La fase acuosa 
se transfirió a un nuevo tubo de 1,5 ml y se añadieron 500 l de isopropanol. 
Una vez precipitado el ARN, se centrifugaron las muestras 15 min a 13000 rpm   
4 ºC y se decantó el sobrenadante con cuidado. El precipitado se lavó varias 
veces con etanol 70% y finalmente se resuspendió en agua ultrapura estéril. La 
concentración y pureza de los ARNs obtenidos se cuantificó utilizando un 
espectrofotómetro ND-1000 (NanoDrop Technologies).  
 
2.12.2. Retrotranscripción (RT). 
 
Por medio de la enzima retrotranscriptasa inversa, el ARN obtenido 
mediante el protocolo anterior fue copiado a cADN (ADN complementario). Este 
proceso se llevó a cabo utilizando el kit SuperScriptTM III First-Strand Synthesis 
System for RT-PCR (Invitrogen). En todo momento se siguieron las 
recomendaciones del proveedor y la reacción se desarrolló en un termociclador 
MyIQ (Biorad). 
Se tomó 1 µg de cada uno de los ARNs purificados y se le añadió 1 µl de 
“random hexamers” o cebadores de secuencia aleatoria (50 ng/µl) y 1 µl del 
cóctel de dNTPs, llevando posteriormente cada muestra a un volumen final de 
10 µl con agua estéril. Se incubaron los tubos durante 5 min a 65 ºC y 
posteriormente a 4 ºC durante 1 min. A continuación se añadió a cada tubo 10 µl 
del cóctel de síntesis de cADN (2 µl tampón RT 10x, 4 µl MgCl2 25 mM, 2 µl DTT 
0.1 M, 1 µl RNaseOUT
® 
(40 u/µl) y 1 µl de la enzima retrotranscriptasa 
SuperScript
®
 III (200 u/µl)). Seguidamente los tubos se agitaron y se incubaron 
durante 10 min a 25 ºC, y posteriormente, durante 50 min a 50 ºC. Para detener 
la reacción se calentaron las muestras 5 min a 85 ºC y a continuación se 
enfriaron rápidamente en hielo. 
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Finalmente, para eliminar posibles trazas de ARN se les añadió 1 µl de 
RNasa H a cada uno de los tubos y se mantuvieron a 37 ºC durante 20 min. Los 
cADNs se conservaron a -20 ºC hasta su utilización.  
 
2.12.3. PCR cuantitativa (qPCR). 
 
Para llevar a cabo los ensayos de qPCR se tomaron 5 µl de cada uno de los 
cADNs obtenidos en la reacción de RT, se añadieron 10 µl del cóctel comercial 
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 250 nM de cada uno de los 
cebadores ―sentido‖ y ―antisentido‖ para el gen de interés, llevando 
posteriormente cada muestra a un volumen final de 25 µl con agua estéril. Para 
la normalización de los datos se empleó un gen correspondiente a una subunidad 
ribosómica cuya expresión no se ve modificada por los diversos tratamientos 
utilizados (36B4 ó Arbp). En cada caso se realizaron triplicados tanto para los 
genes diana como para el gen de referencia.  
Las secuencias de los cebadores específicos utilizados en el presente 
trabajo fueron diseñadas utilizando el programa informático Primer Express 2.0 
(Applied Biosystems) y sintetizadas por Isogen (Tabla 2). Se corroboró la 
secuencia homóloga de hibridación de los cebadores para que fuesen únicas en 
el genoma murino mediante el uso de la herramienta informática BLAST (NCBI). 
Para cada gen calculamos y evaluamos la curva de disociación para confirmar 
que nuestros cebadores eran realmente específicos de nuestro gen y 
amplificaban una única secuencia. 
La reacción de qPCR se llevó a cabo en un termociclador modelo MyIQ 
(Biorad) y el análisis de los resultados se realizó utilizando el programa 
informático IQ5 de la misma casa comercial. Se cuantificó la expresión relativa 
de cada una de las muestras frente al control, normalizando previamente con el 
gen de referencia 36B4 mediante el método del ΔΔCt.  
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Tabla 2: Secuencias de los cebadores utilizados en qPCR. 
 
 
2.13. ESTADÍSTICA. 
 
Los valores representados en las distintas gráficas expresan la media 
aritmética ± el error estándar de la misma. Para las comparaciones estadísticas 
se emplearon los tests ―t de Student‖ o ANOVA dependiendo de cada caso. Se 
consideraron significativas las diferencias con un valor p≤0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
Gen Sentido (5´a 3´) Antisentido (5´a 3´)
Bcl-2 CTTAGAAAATACAGCATTGCGGAG GGATGTGCTTTGCATTCTTGG
Bax GGAAGGCCTCCTCTCCTACTTC GGTGAGGACTCCAGCCACAA
Mcl-1 AAAGAGGCTGGGATGGGTTT CAAAAGCCAGCAGCACATTC
X-IAP GGCAGATTATGAAGCACGGATC GGCTTCCAATCAGTTAGCCCTC
36B4 AGATGCAGCAGATCCGCAT GTTCTTGCCCATCAGCACC
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1. EL TRATAMIENTO CON LXA4 EJERCE UN PAPEL PROTECTOR FRENTE A 
LA APOPTOSIS EN CÉLULAS RAW 264.7. 
 
1.1. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la apoptosis inducida por 
estaurosporina en RAW 264.7. 
 
Actualmente existe una gran controversia sobre los efectos de las 
lipoxinas en apoptosis, que parecen depender del tipo celular analizado. Puesto 
que nuestro interés se centra en las células del sistema inmune y la mayoría de 
los estudios se han llevado a cabo en neutrófilos, decidimos analizar su papel 
sobre  macrófagos.  
 Para determinar el efecto de la LXA4 sobre la supervivencia de estas 
células, se utilizó una línea celular macrofágica de ratón, RAW 264.7. Como 
inductor de apoptosis se usó estaurosporina (Stau), cuyos efectos han sido 
ampliamente descritos en diversos modelos. Este compuesto es capaz de inducir 
apoptosis tanto por vía extrínseca como por vía mitocondrial, aunque su efecto 
parece ser más potente en la activación de esta última. Considerando datos 
previos de nuestro grupo, se estableció que la concentración óptima de este 
compuesto a la que se produce una apoptosis notable pero reversible, era de 
200 ng/ml (Hortelano et al., 2002). Se comprobó que el tratamiento de las 
células RAW 264.7 durante 16 h ocasionaba una apoptosis en estas células de 
aproximadamente un 40% respecto a la población celular total (Fig.1A). Este 
efecto fue estadísticamente significativo (p≤0,001) en todos los casos 
analizados. Tras la obtención de estos resultados se decidió utilizar Stau a     
200 ng/ml en el resto de experimentos realizados en esta Tesis Doctoral.  
Posteriormente se realizó una curva dosis-respuesta con diferentes 
concentraciones de LXA4 (dentro del rango nanomolar) analizando su efecto 
sobre la apoptosis temprana mediante la cuantificación del número de células 
positivas para anexina V. Como control se utilizó su vehículo, etanol, que no 
presentaba efectos tóxicos a las concentraciones utilizadas (Fig.1A). Puesto que 
existía cierta controversia en la bibliografía sobre el momento de adición de la 
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lipoxina respecto al estímulo apoptótico, en nuestro ensayo se utilizaron tres 
condiciones diferentes. Por un lado, se añadió LXA4 al mismo tiempo que la Stau 
y por otro se realizaron pre-tratamientos donde se añadía una o dos horas antes. 
Se determinó que en ausencia de Stau no existían diferencias notables entre los 
distintos grupos, manteniéndose niveles de apoptosis por debajo del 10% de la 
población celular total. Por el contrario, en su presencia el efecto inhibidor más 
notable se detectaba si la LXA4 era utilizada como un pre-tratamiento, añadida 
a las células 2 h antes (Fig.1B). En este caso, en las condiciones controles se 
obtuvo un porcentaje de apoptosis celular cercano al 5%, resultado que se 
mantenía en el caso de los tratamientos únicamente con LXA4. La Stau indujo un 
aumento muy significativo de la apoptosis, alcanzando valores cercanos al 40% 
de la población celular total. En cambio, concentraciones de LXA4 superiores a 
100 nM ocasionaban una inhibición significativa de dicho efecto. Se determinó 
que la dosis EC50 de LXA4 en este modelo era 250 nM puesto que inhibía 
aproximadamente al 50% el efecto apoptótico de la Stau. Considerando estos 
resultados iniciales, se estableció que los pre-tratamientos con LXA4 serían de   
2 h a 250 nM a lo largo del resto de ensayos llevados a cabo en esta Tesis 
Doctoral, siempre que no se indique lo contrario. 
A continuación, para corroborar los resultados previos, se analizó por 
citometría de flujo la fragmentación del ADN celular como marcador adicional 
de apoptosis (Fig.1C). Se determinó que tanto en células control como en las 
que solamente fueron estimuladas con LXA4, la fragmentación del ADN era de 
aproximadamente un 8%. El tratamiento con Stau inducía una fragmentación 
superior al 40% y de acuerdo con los resultados previos, el pre-tratamiento con 
LXA4 produjo una inhibición de la misma hasta alcanzar valores finales cercanos 
al 20%. Así, nuestros resultados indicaban un destacado efecto protector de la 
LXA4 frente a la apoptosis inducida con Stau en la línea celular RAW 264.7. 
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Fig.1. Reducción de la apoptosis inducida con Stau en RAW 264.7 mediada por la LXA4. A. Las 
células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de diferentes concentraciones 
de LXA4, que se añadió 1 ó 2 h antes o de forma simultánea al estímulo apoptótico. El porcentaje de 
células apoptóticas fue estimado mediante marcaje celular con anexina V por citometría de flujo. B. 
Ejemplo representativo del gráfico de puntos obtenido en el citómetro tras el tratamiento de las células 
con LXA4 a 250 nM 2 h antes de la adición de Stau (200 ng/ml, 4 h). En color rojo se muestran los 
porcentajes de células apoptóticas detectados. FL1 corresponde al detector utilizado para la 
cuantificación de anexina V y FL3 para el IP. El gráfico está dividido en cuatro regiones donde B3 
representa una población celular sin marcaje, B1 y B4 son positivas sólo para IP o anexina V 
respectivamente, mientras que B2 corresponde a células con doble marcaje. C. Las células fueron 
tratadas como en B. y el porcentaje de células con ADN fragmentado (―Apoptosis‖) se cuantificó 
mediante citometría de flujo. En color rojo se muestran los porcentajes obtenidos ± SD. Los gráficos 
muestran la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05 y **p≤0,01 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Por otro lado, se han descrito diferentes análogos estructurales de la LXA4 
nativa, entre ellos la 15-epi-LXA4. Algunas publicaciones sugerían que en 
determinadas condiciones experimentales este derivado parecía ser más potente 
que el compuesto original. Se determinó que en RAW 264.7, la 15-epi-LXA4 no 
poseía el efecto protector frente a la apoptosis que observamos con la LXA4 
(Fig.2).  
Asimismo, se ha descrito que la LXA4 puede llevar a cabo su función 
mediante la interacción con un receptor de membrana específico conocido como 
ALX. Para comprobar si los efectos anti-apoptóticos observados en nuestro caso 
estaban mediados por esta vía, se utilizó Boc-2, un péptido sintético antagonista 
del receptor, de forma que en presencia de dicho compuesto la señalización a 
través de ALX quedaba bloqueada.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2. Efectos de la 15-epi-LXA4 sobre la apoptosis inducida con Stau en RAW 264.7. Las 
células fueron tratadas con LXA4, 15-epi-LXA4 o su vehículo a las concentraciones indicadas de forma 
previa (2 h) a la inducción de apoptosis con Stau (200 ng/ml, 4 h). El porcentaje de células positivas para 
anexina V fue determinado por citometría de flujo. Los resultados muestran la media ± SD de tres 
experimentos independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Las células RAW 264.7 fueron tratadas con Boc-2 1 µM durante 1 h antes 
de la adición de LXA4. Seguidamente fueron expuestas a Stau como se indica en 
la figura (Fig.3). Se determinó que ni la LXA4 ni el péptido Boc-2 por sí mismos 
ejercían un efecto tóxico en estas células, puesto que en su presencia se 
mantenían valores de apoptosis inferiores al 10% respecto a la población celular 
total. Mientras que el pre-tratamiento con LXA4 inducía una reducción muy 
significativa de la apoptosis, la presencia adicional de Boc-2 inhibía 
parcialmente este efecto. Esto sugiere que los efectos de la LXA4 en este 
modelo estarían mediados, al menos parcialmente, por la interacción con el 
receptor ALX. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3. Implicación del receptor específico ALX en los efectos anti-apoptóticos de la LXA4 en 
RAW 264.7. Las células fueron pre-tratadas con el péptido Boc-2 (1 M) 1 h antes de la adición de LXA4 a 
diferentes concentraciones. Dos horas después, se indujo apoptosis celular con Stau (200 ng/ml, 4 h) en 
los casos indicados. El porcentaje de células apoptóticas fue cuantificado por citometría de flujo 
mediante marcaje con anexina V. El gráfico representa la media ± SD de tres experimentos 
independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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1.2. Efectos del tratamiento con LXA4 frente a la apoptosis inducida por 
otros compuestos. 
 
Quisimos confirmar si la protección de la LXA4 frente a la apoptosis en 
RAW 264.7 se mantenía en respuesta a otros agentes pro-apoptóticos. Los 
compuestos utilizados fueron etopósido (agente antitumoral que induce 
apoptosis por bloqueo del ciclo celular, inhibiendo la topoisomerasa II), GSNO 
(donador espontáneo de óxido nítrico) y LPS/IFN-γ (a concentraciones elevadas 
induce apoptosis en células de tipo macrofágico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4. Papel de la LXA4 frente a la apoptosis inducida por diferentes estímulos en RAW 264.7. 
Las células fueron pre-tratadas con LXA4 o su vehículo a las concentraciones indicadas durante 2 h. A 
continuación se indujo apoptosis celular con Stau (200 ng/ml), etopósido (1 M), GSNO (0,5 mM) durante 
18 h o LPS/IFN(500 ng/ml- 20 ng/ml) durante 48 h. El porcentaje de células apoptóticas (positivas para 
anexina V) se determinó por citometría de flujo. El gráfico representa la media ± SD de tres experimentos 
independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. Etop: 
etopósido. 
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Se determinó que el etopósido no inducía un elevado porcentaje de 
muerte celular en este sistema, alcanzando valores máximos cercanos al 20% 
(Fig.4). Aun así, la presencia de LXA4 provocó una inhibición significativa de la 
apoptosis, siendo su efecto protector más potente a 500 nM. Tanto el GSNO 
como el LPS+IFNγ generaron una apoptosis incluso superior a la obtenida con el 
tratamiento con Stau, alcanzando valores superiores al 40%. El tratamiento con 
LXA4 fue capaz de inhibir en todos los casos la apoptosis de forma significativa, 
demostrando así un efecto protector importante frente a diferentes tipos de 
estímulos pro-apoptóticos. 
 
2. EL TRATAMIENTO CON LXA4 INHIBE LA ACTIVACIÓN DE LAS CASPASAS 
EN CÉLULAS RAW 264.7. 
 
2.1. Determinación “in vitro” de los efectos del tratamiento con LXA4 
sobre la activación de las caspasas. 
 
La activación de las caspasas es un paso fundamental en la mayoría de los 
procesos apoptóticos. Puesto que nuestros resultados anteriores indicaban que 
la LXA4 ejercía un efecto anti-apoptótico en células RAW 264.7, quisimos 
determinar si era capaz de inhibir directamente la activación de dichas 
proteasas. Como primera aproximación, se realizaron determinaciones “in vitro” 
de los efectos de la LXA4 sobre la activación de dos caspasas iniciadoras (8 y 9) y 
una efectora (3), utilizando sustratos químicos que emiten fluorescencia al ser 
hidrolizados por dichas caspasas. 
Se determinó que la Stau era capaz de activar de forma muy significativa 
todas las caspasas analizadas tanto a 4 como a 18 h (Fig.5). Las iniciadoras, 
como cabía esperar, se activaron más rápidamente, aumentando la actividad 2 y 
3 veces para las caspasas 8 y 9 respectivamente en sólo 4 h. En cambio, la 
actividad de la caspasa 3 llegó a multiplicarse por cuatro tras 18 h de exposición 
a Stau. El pre-tratamiento con LXA4 redujo la actividad de todas ellas 
prácticamente a niveles basales, apoyando así nuestros resultados previos. 
                                                              Resultados 
- 78 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5. Determinación “in vitro”  de los efectos de la LXA4 sobre la activación de las caspasas 
3, 8 y 9. Las células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia de LXA4 
(250 nM, 2 h antes) o su vehículo. La actividad de las caspasas 3, 8 y 9 fue determinada en extractos 
proteicos totales por fluorimetría. Los gráficos muestran la media ± SD de tres experimentos 
independientes. #p≤0,01 respecto a la condición control; *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente 
valor en ausencia de LXA4. 
 
 
2.2. Determinación “in vivo” de los efectos del tratamiento con LXA4 
sobre la activación de las caspasas. 
 
Para corroborar si la LXA4 era capaz de inhibir de forma eficaz la 
activación de las caspasas, se utilizó el kit comercial ―CaspGlow®‖ (Biovision) 
que permite detectar actividad caspasa por fluorescencia en células vivas. El 
reactivo Z-VAD, un inhibidor comercial de las caspasas, fue utilizado como 
control (Fig.6).  
Se analizó la activación de las tres caspasas detalladas en el apartado 
anterior tras 18 h de exposición a Stau y con pre-tratamientos de 2 h en los 
casos indicados con LXA4 (250 nM) o con Z-VAD (1 µl/ml). Todas las imágenes 
obtenidas fueron cuantificadas utilizando un soporte informático específico 
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(ejemplo representativo para la caspasa 3, Fig.6A). Se determinó que casi un 
60% de las células tenían activadas las caspasas 8 y 9 tras el tratamiento con 
Stau, superando el 70% en el caso de la caspasa 3 (Fig.6B). El tratamiento con 
LXA4 produjo una inhibición muy significativa de este efecto, en un rango 
comparable al generado por el control Z-VAD, alcanzando porcentajes de células 
activadas inferior al 40% en el caso de las caspasas 8 y 9 y de aproximadamente 
el 20% en el caso de la caspasa 3.  
 
3. EL TRATAMIENTO CON LXA4 NO EJERCE EFECTOS NOTABLES SOBRE 
LA VÍA DE APOPTOSIS EXTRÍNSECA EN RAW 264.7. 
 
Se ha descrito que la apoptosis celular puede estar mediada por 
receptores específicos conocidos como ―receptores de muerte‖ entre los que 
destacan FAS y TNF-. Se quiso comprobar si alguna de estas vías apoptóticas 
celulares se encontraba afectada en células RAW 264.7 por el tratamiento con 
LXA4. 
 
3.1. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la vía de FAS. 
 
En primer lugar se analizó el efecto de la LXA4 sobre la vía de FAS. Para 
ello se utilizó un anticuerpo monoclonal comercial que reconoce y se une al 
receptor FAS (CD95) en células de ratón (en este caso el clon utilizado recibe el 
nombre de Jo2), desencadenando apoptosis. 
Las células fueron estimuladas con el anticuerpo contra FAS (1 µg/ml 48 h) 
tras un pre-tratamiento durante 2 h con dos concentraciones diferentes de LXA4 
como se indica en la figura 7 (Fig.7A). Finalizados los tiempos de exposición, se 
determinó la viabilidad celular por citometría de flujo.  
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Fig.6. Medida “in vivo” de la regulación de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9 por LXA4. Las 
células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) durante 18 h en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h 
antes). El inhibidor de apoptosis z-VAD (20 M) fue utilizado como control. La activación de las caspasas 
3, 8 y 9 fue analizada por microscopía confocal utilizando el kit comercial CaspGLOW®. A. Se muestra un 
ejemplo representativo de las imágenes obtenidas en el caso de la caspasa 3. B. La intensidad de 
fluorescencia fue digitalizada y el porcentaje de células activadas fue cuantificado con respecto al 
número total de células por marcaje con Hoechst. El gráfico representa la media ± SD de tres 
experimentos independientes. #p≤0,01 respecto a la condición control; **p≤0,01 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Los resultados obtenidos indican que la activación de la vía de FAS 
producía un aumento modesto aunque significativo del porcentaje de células 
apoptóticas en RAW 264.7, alcanzándose valores máximos de muerte celular 
cercanos al 15%. El tratamiento con LXA4 no tuvo efectos significativos sobre 
estos valores. 
 
3.2. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la vía de TNF-. 
 
Para determinar si la LXA4 tenía algún efecto sobre la apoptosis inducida a 
través de la vía de TNF-, se realizó un pre-tratamiento con LXA4 a las 
concentraciones indicadas y seguidamente las células fueron estimuladas con 
TNF- 10 ng/ml durante 24 h. A continuación se analizó la viabilidad celular 
mediante citometría de flujo (Fig.7B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7. Efecto de la LXA4 sobre la apoptosis mediada por la vía de los “receptores de muerte”, 
FAS y TNF-. Las células fueron estimuladas con Jo2 (1 g/ml, 48 h) en A. o TNF- (10 ng/ml, 24 h) en 
B. en presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de LXA4 (2 h antes). El porcentaje de células 
positivas para anexina V fue determinado por citometría de flujo. Los gráficos muestran la media ± SD de 
tres experimentos independientes. #p≤0,05 respecto al control. 
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Se observó que el tratamiento de las células con TNF- inducía, al igual 
que en el caso de FAS, un aumento moderado del porcentaje de células 
apoptóticas frente a la población total, alcanzando valores de aproximadamente 
el 15%. En este caso la LXA4 tampoco presentaba efectos significativos. 
Los resultados obtenidos en estos ensayos indican que la LXA4 no estaría 
ejerciendo sus principales efectos a través de las vías apoptóticas mediadas por 
―receptores de muerte‖.  
 
4. EL TRATAMIENTO CON LXA4 INHIBE LA APOPTOSIS A TRAVÉS DE LA 
VÍA MITOCONDRIAL. 
 
Otra vía apoptótica ampliamente descrita está regulada por las proteínas 
de la familia Bcl-2, que ejercen su acción sobre la mitocondria. La activación de 
proteínas pro-apoptóticas de esta familia promueve la formación de un poro en 
la membrana mitocondrial que permite la liberación al citosol de proteínas 
apoptóticas como citocromo c o AIF. De esta forma se genera un complejo 
proteico citosólico conocido como ―apoptosoma‖ que activa directamente a las 
caspasas produciendo apoptosis.  
 
4.1. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre los niveles de expresión de 
proteínas de la familia Bcl-2. 
 
Para determinar si la LXA4 ejercía algún efecto sobre los niveles de 
expresión de algunas de las principales proteínas apoptóticas de la familia Bcl-2, 
se realizó un pre-tratamiento de las células con LXA4, que a continuación fueron 
estimuladas con Stau a los tiempos indicados en la figura (Fig.8A). Los niveles 
proteicos fueron cuantificados mediante ―Western blot‖.  
Comparando los resultados obtenidos en presencia y ausencia de LXA4, se 
determinó que el pre-tratamiento con este compuesto no inducía cambios 
significativos en los niveles de proteínas pro-apoptóticas como Bax. Por el 
contrario sí generaba un aumento en los niveles de expresión de las proteínas 
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anti-apoptóticas, como Bcl-2, Mcl-1 o x-IAP, manteniendo niveles mayores 
incluso tras 16 h de tratamiento.  
Se cuantificaron las diferencias de expresión realizando ratios entre las 
proteínas anti y pro-apoptóticas (Fig.8B), siendo más elevada la presencia de 
proteínas anti-apoptóticas en las células que recibieron el pre-tratamiento con 
LXA4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8. Modulación mediada por la LXA4 de los niveles de expresión de las proteínas de la 
familia Bcl-2. Las células RAW 264.7 fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en 
presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes). Los niveles de expresión de las proteínas Bcl-2, Bax, 
Mcl-1, X-IAP y p85 (como control de carga) fueron detectados mediante ―Western blot‖ en extractos 
proteicos totales. A. Se muestra un gel representativo de tres experimentos diferentes. B. Los ratios 
entre las proteínas anti y pro-apoptóticas de la familia Bcl-2 fueron calculados a diferentes tiempos. Los 
gráficos muestran la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Para corroborar estos efectos a nivel de transcripción, las células RAW 
264.7 fueron estimuladas durante 4 h sólo con LXA4 o con Stau durante 4 h en 
presencia o ausencia del pre-tratamiento de 2 h con LXA4. Los posibles cambios 
de expresión génica fueron analizados mediante qPCR (Fig.9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9. Efecto de la LXA4 sobre la expresión relativa de las proteínas de la familia Bcl-2 a nivel 
de mARN. Las células fueron tratadas sólo con LXA4 (250 nM, 2 h) o con Stau (200 ng/ml, 2 h) en 
presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes). Los niveles de expresión a nivel de mARN de las 
proteínas Bcl-2, Bax, Mcl-1 y X-IAP fueron cuantificados mediante qPCR, utilizando 36B4 como gen de 
referencia. Se calcularon los valores de expresión relativa mediante el método del ΔΔCt. Los resultados 
muestran la media ± SD de dos experimentos independientes realizados a su vez por duplicado. No se 
consideraron como significativos cambios de expresión relativa inferiores a 2. 
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Los resultados obtenidos confirmaron nuestros datos previos y concluyeron 
que el tratamiento con LXA4, al menos a los tiempos analizados, no inducía 
cambios significativos en los niveles de expresión génica de las proteínas de la 
familia Bcl-2 analizadas en RAW 264.7. 
 
4.2. Efecto del tratamiento con LXA4 sobre el citocromo c mitocondrial. 
 
Uno de los eventos fundamentales en la vía apoptótica mitocondrial es la 
liberación de proteínas mitocondriales al citoplasma, como citocromo c. 
Para determinar si el tratamiento con LXA4 estaba afectando a este hecho, 
las células fueron pre-tratadas con dicho lípido y seguidamente expuestas 
durante diferentes periodos de tiempo a Stau (Fig.10). Los niveles proteicos 
fueron cuantificados mediante ―Western blot‖. Se muestra un gel representativo 
en la Fig.10A. 
Nuestros resultados indicaron que en las células tratadas únicamente con 
Stau se producía una salida del citocromo c desde la mitocondria al citosol a 
partir de las 4 h de tratamiento, disminuyendo de forma concordante sus niveles 
proteicos en la mitocondria (Fig.10B). En cambio, en los extractos 
correspondientes a las células pre-tratadas con LXA4, el citocromo c quedaba 
retenido en gran medida en la mitocondria, produciéndose la salida del mismo 
al citosol tras 4-6 h de tratamiento.  
 
4.3. Efecto del tratamiento con LXA4 sobre la liberación de AIF. 
 
Otra de las proteínas mitocondriales que es liberada al citosol durante la 
apoptosis es AIF. Se determinó si el tratamiento con LXA4 también estaba 
afectando a su salida de la mitocondria.  
Las células fueron tratadas de la misma forma que en el apartado anterior 
y se analizó la localización subcelular proteica de AIF por inmunofluorescencia. 
Se cuantificó en las imágenes la cantidad de esta proteína que permanecía 
retenida en la mitocondria analizando su colocalización con el marcador 
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mitocondrial (Mitotracker) (Fig.11). Se muestra un ejemplo representativo de las 
imágenes obtenidas en la Fig.11A. Nuestros resultados concluyeron que en 
células control la mayor parte de AIF permanecía en la mitocondria, obteniendo 
un coeficiente de colocalización medio de 0,7 (Fig.11B). Cuando las células eran 
tratadas con Stau, la colocalización se reducía, bajando el coeficiente 
específico hasta valores medios de 0,05. El pre-tratamiento de las células con 
LXA4 fue capaz de recuperar dicho coeficiente hasta valores medios de 0,33, 
inhibiendo la salida al citoplasma de esta proteína desde mitocondria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10. Regulación de la salida de citocromo c desde la mitocondria al citoplasma en RAW 
264.7. Las células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia 
de LXA4 (250 nM, 2 h antes). Los niveles proteicos de citocromo c fueron analizados tanto en extractos 
mitocondriales como citosólicos mediante ―Western blot‖, mostrando en A. un gel representativo. B. Los 
niveles de expresión se cuantificaron y normalizaron utilizando la -actina o la porina como controles de 
carga citosólico y mitocondrial respectivamente. Los gráficos representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Estos resultados indicaban que la LXA4 presentaba efectos protectores muy 
significativos frente a la apoptosis mitocondrial, manteniendo mayores niveles 
de las proteínas anti-apoptóticas e inhibiendo a su vez la salida al citosol de 
mediadores mitocondriales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11. Inhibición de la salida de AIF al citoplasma celular en RAW 264.7 mediada por LXA4. 
Las células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes) 
y la distribución subcelular de AIF se determinó por inmunofluorescencia. Se muestra una imagen 
representativa en A. Las imágenes obtenidas fueron cuantificadas para determinar la colocalización del 
marcador mitocondrial (en color rojo) y AIF (en color verde) generándose píxeles de color amarillo. B. El 
coeficiente específico de co-localización se determinó utilizando el programa Image J. El gráfico 
representa la media ± SD de tres experimentos independientes. #p≤0,01 respecto al control; *p≤0,05 
respecto al correspondiente valor sólo con Stau. 
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5. EL TRATAMIENTO CON LXA4 REDUCE EL ESTRÉS OXIDATIVO CELULAR. 
 
Otro de los factores implicados en los procesos apoptóticos es el estrés 
oxidativo, que conlleva un aumento de la presencia de especies reactivas 
generalmente derivadas del oxígeno que son altamente agresivas en las células. 
Las células RAW 264.7 fueron tratadas con Stau durante 4 o 18 h, después 
del pre-tratamiento con LXA4 durante 2 h a las concentraciones indicadas 
(Fig.12). El grado de estrés oxidativo al que estaban sometidas las células fue 
determinado por citometría de flujo mediante la utilización de las sondas DCFH 
(Fig.12A) y DAF-2 (Fig.12B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12. Reducción del estrés oxidativo celular mediado por LXA4. Las células fueron tratadas 
con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con LXA4 
durante 2 h a diferentes concentraciones. El aumento del estrés oxidativo celular fue cuantificado por 
citometría de flujo mediante la oxidación de las sondas DCFH (A) o DAF-2 (B). Los gráficos muestran la 
media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,01 respecto al control; #p≤0,05; ##p≤0,01 
respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Los resultados obtenidos mostraban que en células tratadas con Stau se 
generaban cantidades muy significativas de agentes oxidantes detectables a 
partir de las 4 h de exposición, tanto de peróxido de hidrógeno (DCFH) como de 
NO (DAF-2), que se mantenían tras 18 h de tratamiento. El pre-tratamiento de 
las células con concentraciones de LXA4 superiores a 250 nM reducía esta 
producción de forma significativa en ambos casos.  
Así, la LXA4 estaría disminuyendo el enorme estrés oxidativo generado en 
las células tras el tratamiento con Stau, protegiéndolas de este modo frente a la 
apoptosis. 
 
6. EL TRATAMIENTO CON LXA4 INDUCE LA ACTIVACIÓN DE ERK. 
 
Las MAPKs son proteínas quinasas que regulan funciones celulares muy 
diversas. Debido a la importancia de esta familia en procesos de supervivencia 
y/o muerte celular, nos interesamos en saber si la LXA4 estaba afectando a su 
activación. En particular, quisimos analizar si producía algún efecto notable 
sobre ERK, proteína muy implicada en supervivencia celular o sobre las vías de 
JNK y p38, que son activadas en respuesta a estrés celular y generalmente pro-
apoptóticas. 
Tras un pre-tratamiento de las células con LXA4, éstas fueron estimuladas 
con Stau a los tiempos indicados (Fig.13A). Los niveles de fosforilación de las 
proteínas mencionadas fueron cuantificados por ―Western blot‖. 
 Se comprobó que el tratamiento con Stau estaba induciendo la 
fosforilación y consecuente activación de JNK y p38 a partir de los 30 min de 
exposición al compuesto, sin afectar a la vía de ERK. En contraposición, se 
observó que las células que recibieron el pre-tratamiento con LXA4 tenían 
aumentada la activación de ERK a partir de los 30 min, sin presentar ninguna 
diferencia significativa en p38 y JNK. Para cuantificar dichos efectos, se realizó 
un ratio comparativo entre la cantidad de ERK fosforilada y la total en cada uno 
de los casos analizados (Fig.13B). Se observó que en las células que recibieron el 
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tratamiento con LXA4 la activación de esta vía de supervivencia era superior a 
todos los tiempos analizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.13. Implicación de la vía de las MAPKs en los efectos protectores de la LXA4. Activación de 
ERK. Las células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia de 
un pre-tratamiento con LXA4 (250 nM, 2 h). Los niveles de expresión y fosforilación de ERK, p38 y JNK 
fueron analizados en extractos proteicos totales mediante ―Western blot‖, utilizando p85 como control 
de carga. A. Se muestra un gel representativo de tres experimentos diferentes. B. El ratio entre la 
cantidad de proteína ERK fosforilada y total fue calculado a todos los tiempos analizados. C. Se realizó un 
tratamiento de las células con el inhibidor de ERK (PD098059, 1M 30 min) de forma previa a la adición 
de LXA4 (250 nM) durante 2 h. Seguidamente se añadió la Stau (200 ng/ml, 18 h) y se cuantificó el 
porcentaje de células positivas para anexina V por citometría de flujo. Los gráficos que se muestran 
representan la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,01 respecto al correspondiente 
valor en ausencia de LXA4. 
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Para corroborar la implicación de ERK en los efectos observados tras los 
estímulos con LXA4, las células fueron tratadas con un inhibidor farmacológico 
específico de la activación de esta vía, PD098059 a una concentración de 1 µM 
durante 30 min de forma previa al tratamiento con LXA4. Seguidamente se 
cuantificó el porcentaje de células apoptóticas utilizando marcaje con anexina V 
(Fig.13C). Se determinó que el potente efecto inhibidor de la apoptosis 
producido en presencia de LXA4, desaparecía en las células que habían recibido 
el tratamiento con el inhibidor de ERK. Estos resultados indican que la vía de 
activación de ERK juega un papel fundamental en los efectos anti-apoptóticos 
observados tras el tratamiento con LXA4. 
 
 
7. EL TRATAMIENTO CON LXA4 PRODUCE UNA ACTIVACIÓN DE LA VÍA DE 
PI3K/Akt. 
 
Otra de las vías básicas de supervivencia en las células es la mediada por 
PI3K/Akt. Quisimos determinar si el tratamiento de nuestras células con LXA4 
estaba afectando a esta vía de señalización. 
Puesto que la fosforilación y consecuente activación de Akt se produce a 
tiempos muy cortos (menores a 10 min) las células fueron tratadas con LXA4 en 
ese rango de tiempo y los niveles de expresión y fosforilación de Akt fueron 
determinados mediante ―Western blot‖. Nuestros resultados indicaron que el 
tratamiento con LXA4 inducía una significativa fosforilación de Akt en su residuo 
de Ser473 a partir de los 2 min de estimulación, siendo máxima a los 5 min 
(Fig.14A).  
Para corroborar la implicación de la vía de Akt en los efectos protectores 
frente a la apoptosis observados tras el tratamiento con LXA4, las células fueron 
expuestas a un inhibidor farmacológico de la PI3K (LY294002 a 1 µM, 30 min) de 
forma previa al tratamiento con este compuesto. Seguidamente fueron 
incubadas con anexina V y se cuantificó el número de células positivas por 
citometría de flujo (Fig.14B). Los resultados obtenidos concluyeron que los 
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efectos anti-apoptóticos inducidos por LXA4 disminuían significativamente en 
presencia de LY294002, indicando una implicación de la vía de la PI3K en los 
efectos observados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.14. Activación de la vía de supervivencia de Akt mediada por LXA4. A. Las células fueron 
tratadas con LXA4 (250 nM) durante 2, 5 y 10 min en presencia o ausencia del inhibidor LY294002 (10 M, 
30 min). Los niveles de expresión y el grado de fosforilación de Akt en su residuo de Ser473 fueron 
analizados mediante ―Western blot‖, mostrándose un ejemplo representativo en la parte inferior de la 
figura. El ratio entre la proteína fosforilada y la total fue cuantificado a partir de tres experimentos 
diferentes. B. Se realizó un tratamiento de las células con el inhibidor de PI3K (LY294002, 10 M 30 min) 
de forma previa a la adición de LXA4 (250 nM) durante 2 h en los casos indicados. Seguidamente se añadió 
la Stau (200 ng/ml, 18 h) y se cuantificó el porcentaje de células positivas para anexina V por citometría 
de flujo. Los gráficos muestran la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,01 respecto al 
valor en ausencia de LXA4. #p≤0,01 respecto al valor correspondiente en ausencia de LY294002.  
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8. EL TRATAMIENTO CON LXA4 INDUCE LA ACTIVACIÓN DE Nrf-2. 
 
8.1. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre los niveles proteicos de 
Nrf-2 en el núcleo celular. 
 
El factor de transcripción Nrf-2 regula la respuesta anti-oxidante de las 
células. Puesto que nuestros resultados previos demostraban que la LXA4 reducía 
la producción de especies reactivas oxidantes en nuestro modelo y que además 
estaba descrito que la vía de Nrf-2 puede ser activada por ERK, se decidió 
analizar si en nuestro sistema de estudio, la LXA4 estaba induciendo la 
activación de este factor de transcripción. 
Las células fueron pre-tratadas en los casos correspondientes con LXA4 y 
seguidamente estimuladas con Stau a los tiempos indicados. Los niveles 
proteicos de Nrf-2 en el núcleo fueron determinados por ―Western blot‖ (se 
muestra un gel representativo en la Fig.15A) y cuantificados (Fig.15B). Los 
resultados obtenidos ponían de manifiesto que la Stau inducía una leve 
respuesta de activación de la vía Nrf-2 puesto que se detectaron niveles 
significativos de la proteína en el núcleo a partir de los 30 min de exposición. En 
las células pre-tratadas con LXA4, la activación de la vía se encontraba 
aumentada significativamente y la cantidad de Nrf-2 detectada en el núcleo fue 
mucho más elevada en estas células a todos los tiempos analizados, siendo 
máxima a los 60 min.  
 
8.2. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la actividad de Nrf-2. 
 
Quisimos analizar también si la LXA4, además de inducir la translocación 
de Nrf-2 al núcleo celular, era capaz de regular su función como factor de 
transcripción.  
Para ello, se realizaron unos experimentos de transfección transitoria de 
las células utilizando el plásmido ARE-Luc, que contiene tres secuencias ARE en 
tándem unidas a un gen reportero de la luciferasa y clonadas en un vector 
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pGL3basic que a su vez fue utilizado como control. Posteriormente las células 
fueron expuestas a diversos estímulos. Se utilizó MG132 (20 µM durante 6 h) 
como control positivo de la activación, puesto que es un inhibidor del 
proteasoma celular que impide la degradación e incrementa la estabilidad de 
Nrf-2, potenciando así su actividad. Por otro lado, se realizaron estímulos con 
LXA4 durante 6 h, en presencia o ausencia del inhibidor de ERK (PD098059 1 µM, 
30 min) para determinar la posible existencia de un efecto directo sobre la 
activación de la vía y finalmente, con Stau durante 6 h en presencia o ausencia 
del pre-tratamiento con LXA4. La actividad luciferasa presente en cada una de 
las muestras fue cuantificada en el luminómetro (Fig.16A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.15. Regulación de la translocación al núcleo de Nrf-2 por el tratamiento con LXA4. Las 
células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia de LXA4 (250 
nM, 2 h). Los niveles proteicos de Nrf-2 fueron analizados en extractos nucleares de RAW 264.7, 
utilizando como control de carga la proteína Lamina B. A. Se muestra un gel representativo de tres 
experimentos diferentes. B. Las diferencias de expresión proteica fueron cuantificadas a los diferentes 
tiempos analizados. El gráfico que se muestra representa la media ± SD de tres experimentos 
independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente control sin Stau; #p≤0,01 respecto al valor 
correspondiente en ausencia de LXA4.  
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Nuestros resultados indican que el tratamiento con LXA4 induce un 
aumento significativo de la actividad luciferasa y por tanto de la activación de 
Nrf-2. Por el contrario, este efecto no se detectó ni en las muestras tratadas 
únicamente con Stau ni en las pre-tratadas con LXA4. El inhibidor de ERK 
produjo una disminución significativa de la actividad luciferasa respecto a las 
muestras tratadas con LXA4, indicando, de acuerdo con nuestros resultados 
anteriores, que la vía de ERK ejerce un papel fundamental en los efectos 
mediados por este compuesto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.16. Modulación de la activación de la vía de Nrf-2 mediada por la acción de la LXA4. A. Las 
células RAW 264.7 fueron transfectadas con los vectores ARE-Luc o pGL3basic como control. A 
continuación fueron tratadas con PD098059 (1 M, 30 min) en los casos indicados y estimuladas con LXA4 
(250 nM, 6 h) o con Stau (200 ng/ml 6 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes). MG132 (20 
M, 6 h) fue utilizado como control positivo. La actividad luciferasa fue cuantificada por luminometría. El 
gráfico representa la media ± SD  de tres experimentos independientes. *p≤0,05 respecto al control sin 
LXA4; #p≤0,05 respecto al valor correspondiente en ausencia de PD098059. B. Las células fueron tratadas 
sólo con LXA4 (250 nM, 2 h) o con Stau  (200 ng/ml, 24 h) en presencia o ausencia del pre-tratamiento con 
LXA4 (250 nM, 2 h). La expresión de HO-1 fue analizada por ―Western blot‖ en extractos proteicos totales 
(se muestra un gel representativo en la parte inferior) y cuantificada utilizando p85 como control de 
carga. El gráfico muestra la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 respecto 
al control. 
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A continuación se abordó otra aproximación con el fin de cuantificar 
cambios en la actividad de Nrf-2 mediante el análisis de la expresión de genes 
dependientes de este factor de transcripción, como la HO-1, en presencia de 
LXA4.  
Las células fueron tratadas sólo con LXA4 durante 24 h o con Stau durante 
24 h en presencia o ausencia del pre-tratamiento con LXA4 2 h, como se indica 
en la figura 16 (Fig.16B). Una vez finalizados estos tratamientos, se analizó la 
expresión de HO-1 en extractos proteicos totales mediante ―Western blot‖ (se 
muestra un gel representativo en la Fig.16B).  
Nuestros resultados concluyeron que las células sin tratar no expresaban 
esta proteína, así como las células que fueron tratadas únicamente con Stau. 
Por el contrario, la LXA4 por sí misma fue capaz de aumentar cuatro veces la 
expresión de la proteína analizada. Sin embargo, cuando la LXA4 fue 
suministrada como un pre-tratamiento seguido del estímulo con Stau el aumento 
de expresión observado fue significativamente menor. Esto corroboraría 
nuestros datos anteriores indicando una acción de la LXA4 sobre el eje anti-
oxidante Nrf-2, ya que este compuesto estaría induciendo su translocación al 
núcleo y su actividad.  
 
8.3. Efectos del tratamiento con LXA4 en macrófagos peritoneales de 
ratones Nrf-2
-/-
. 
 
Para confirmar si el efecto de la LXA4 estaba mediado por Nrf-2 se 
realizaron experimentos utilizando ratones deficientes en dicho factor de 
transcripción (Nrf-2
-/-
).  
Se obtuvieron macrófagos peritoneales de animales Nrf-2
+/+
 y Nrf-2
-/-
 y 
dichas células se estimularon sólo con LXA4 durante 18 h o con Stau durante 18 h 
en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con LXA4, tal y como se indica en 
la figura 17 (Fig.17). Seguidamente los porcentajes de células apoptóticas 
fueron determinados por citometría de flujo.  
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Se comprobó que tanto en macrófagos peritoneales de animales Nrf-2
+/+
 
como de Nrf-2
-/-
, la apoptosis de los grupos de células no tratadas o tratadas 
únicamente con LXA4 se mantuvo en niveles basales, alcanzando valores de 
aproximadamente el 5% de células apoptóticas frente al total. La respuesta de 
ambos frente al tratamiento con Stau fue muy similar, aumentando la apoptosis 
hasta valores aproximados del 40%. En cambio, en los animales Nrf-2
+/+
 el pre-
tratamiento con LXA4 redujo el porcentaje de células apoptóticas hasta valores 
inferiores al 30%, manteniendo el efecto protector observado previamente. Por 
el contrario, en los animales Nrf-2
-/-
, la LXA4 fue incapaz de inhibir la apoptosis 
celular. 
Todos estos resultados concluyen que la LXA4 estaría activando la vía 
protectora anti-oxidante ERK/Nrf-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.17. Efecto de la LXA4 en macrófagos peritoneales de ratones Nrf-2
-/-. Macrófagos 
peritoneales de ratones Nrf-2+/+ y Nrf-2-/- fueron tratados con LXA4 (250 nM, 2 h) o con Stau (200 ng/ml, 4 
h) en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con LXA4 (250 nM, 2 h). El porcentaje de células 
apoptóticas fue cuantificado por citometría de flujo mediante marcaje con IP. El gráfico representa la 
media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia 
de LXA4. 
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9. EL TRATAMIENTO CON LXA4 POSEE UN EFECTO PROTECTOR FRENTE A 
LA APOPTOSIS EN MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN. 
 
Quisimos corroborar si los efectos anti-apoptóticos de la LXA4 observados 
en RAW 264.7 se mantenían en cultivos primarios de macrófagos peritoneales 
murinos.  
 
9.1. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la apoptosis inducida por 
Stau en macrófagos peritoneales. 
 
Se analizó en primer lugar si la LXA4 mantenía sus efectos protectores 
frente a la apoptosis inducida por Stau en macrófagos peritoneales murinos. Las 
células se estimularon de forma similar a los experimentos llevados a cabo en 
RAW 264.7, realizando un pre-tratamiento de las células correspondientes con 
LXA4, seguido de la exposición a Stau durante 16 h. A continuación se cuantificó 
el porcentaje de células en apoptosis temprana (Fig.18A).  
Se determinó que tanto las células control como las que únicamente 
habían sido tratadas con LXA4 mantenían niveles de apoptosis celular inferiores 
al 10%. En presencia de Stau, el porcentaje de células apoptóticas aumentó 
significativamente hasta alcanzar niveles de aproximadamente un 40%. Por el 
contrario, el pre-tratamiento con LXA4 indujo una reducción de dichos valores 
hasta alcanzar porcentajes del 30%. Estos resultados apuntaban a que la LXA4 
mantenía su efecto anti-apoptótico en macrófagos peritoneales murinos.  
A continuación quisimos analizar si el efecto de la LXA4 en estas células 
también se encontraba mediado por el receptor ALX. Para ello las células fueron 
tratadas con Boc-2 (1 µM) 1 h antes del tratamiento con LXA4, bloqueando así la 
activación del receptor. En el resto de los tratamientos se mantuvieron las 
mismas condiciones que en la Fig.18A. El porcentaje de células apoptóticas fue 
evaluado por citometría de flujo (Fig.18B).  
Se comprobó que, al igual que en RAW 264.7, el efecto de la LXA4 en estas 
células estaba mediado en parte por el receptor ALX, puesto que el pre-
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tratamiento con el antagonista del mismo inhibió parcial pero significativamente 
la acción de la LXA4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.18. Modulación de la apoptosis inducida con Stau tras el tratamiento con LXA4 en 
macrófagos peritoneales murinos. Efectos mediados por ALX. A. Los macrófagos peritoneales fueron 
tratados con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes). El porcentaje de 
células apoptóticas fue cuantificado mediante marcaje con IP por citometría de flujo. B. Los macrófagos 
fueron tratados como en A. en presencia o ausencia del péptido Boc-2 (1 M) 1 h antes del tratamiento 
con LXA4. De la misma manera se cuantificó el porcentaje de células apoptóticas. Los gráficos muestran 
la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05 respecto al correspondiente valor en 
ausencia de LXA4. 
 
9.2. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la apoptosis inducida por 
diferentes estímulos pro-apoptóticos. 
 
Por otro lado, quisimos corroborar si en estos macrófagos peritoneales 
murinos la LXA4 era capaz de mantener su efecto protector frente a otros 
estímulos pro-apoptóticos, como LPS/IFN-γ o estimulando la vía de FAS. Se 
mantuvieron las mismas concentraciones y tiempos que los utilizados 
previamente para poder realizar un análisis comparativo (Fig.19). Se observó 
que en este tipo celular el estímulo con LPS/IFN-γ originaba un porcentaje de 
células apoptóticas de aproximadamente un 50% respecto a la población celular 
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total. En las células pre-tratadas con LXA4 se mantuvo la protección, 
disminuyendo el porcentaje de células apoptóticas prácticamente a la mitad. En 
el caso de FAS, éste indujo una apoptosis celular de aproximadamente el 20% de 
la población total, efecto que se redujo de forma significativa en las células 
pre-tratadas con LXA4 (≈10%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.19. Efecto protector de la LXA4 frente a distintos estímulos pro-apoptóticos en macrófagos 
peritoneales murinos. Los macrófagos  fueron tratados con LPS-IFN (500 ng/ml - 20 ng/ml) durante 48 h 
o con Jo2 (1 g/ml) durante 24 h en presencia del pre-tratamiento con LXA4 (250 nM, 2 h) o su vehículo. 
El porcentaje de células apoptóticas fue determinado por citometría de flujo mediante marcaje con IP. El 
gráfico mostrado representa la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05; **p≤0,01 
respecto al correspondiente valor en presencia del vehículo. 
 
 
9.3. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la activación de ERK. 
 
A continuación quisimos analizar si el tratamiento con LXA4 era capaz de 
activar la vía de ERK en macrófagos peritoneales.  
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Las células fueron tratadas como se indica en la figura y los niveles 
proteicos así como el grado de fosforilación de ERK fueron evaluados mediante 
―Western blot‖ (Fig.20A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.20. Activación de la vía de ERK tras el tratamiento con LXA4 en macrófagos peritoneales 
murinos. A. Los macrófagos peritoneales fueron tratados con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en 
presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes). Los niveles de expresión y fosforilación de ERK fueron 
determinados mediante ―Western blot‖ (se muestra un gel representativo en la parte superior) 
calculándose el ratio entre la forma fosforilada y la total en todos los casos. El gráfico muestra la media± 
SD de tres experimentos independientes. *p≤0,01 respecto al control; #p≤0,01 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LXA4. B. Los macrófagos peritoneales fueron tratados con Stau (200 
ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes) y de PD098059 (1 M, 30 min antes de la 
adición de LXA4). El porcentaje de células apoptóticas fue cuantificado mediante marcaje con IP por 
citometría de flujo. El gráfico representa la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05 
respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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Se determinó que la Stau por sí misma, inducía una leve pero significativa 
activación de la vía de ERK a 15 y 30 min, mientras que a los 60 min se 
recuperaban los niveles basales de fosforilación. Las células que fueron pre-
tratadas con la LXA4 presentaban niveles mucho más elevados de fosforilación 
de ERK, alcanzando niveles máximos a los 15 min.  
Para corroborar estos resultados, se analizó si el efecto anti-apoptótico de 
la LXA4 se mantenía en presencia del inhibidor PD098059. Las células fueron 
estimuladas como se indica en la figura 20 (Fig.20B). Los resultados obtenidos 
indican que las células estimuladas en ausencia del inhibidor estaban protegidas 
significativamente frente a la apoptosis por el tratamiento con la LXA4 y este 
efecto se perdía en presencia de PD098059. Estos resultados ponen de 
manifiesto que los efectos anti-apoptóticos de la LXA4 en macrófagos 
peritoneales también estarían mediados en este caso, por la activación de la vía 
de ERK. 
 
9.4. Efectos del tratamiento con LXA4 sobre la activación de la vía de 
PI3K/Akt. 
 
Para determinar si la LXA4 era capaz de modular la vía de Akt en 
macrófagos primarios, estas células fueron estimuladas con LXA4 a 2 y 5 min y el 
nivel de fosforilación de Akt fue analizado por ―Western blot‖ (Fig.21A). Se 
observó que el tratamiento con LXA4 inducía una rápida fosforilación de la 
proteína a partir de los 2 min de exposición frente a los niveles basales del 
control.  
Para corroborar la implicación de la vía de Akt en los efectos observados 
por el tratamiento con LXA4, se analizó si el efecto anti-apoptótico de este 
compuesto se mantenía en los macrófagos peritoneales en presencia de 
LY294002 (Fig.21B).  
Los resultados obtenidos indican que la presencia de Stau inducía 
porcentajes de células apoptóticas cercanos al 40% tanto en presencia como en 
ausencia del inhibidor. Por otro lado, mientras que el pre-tratamiento con LXA4 
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prevenía la apoptosis celular hasta porcentajes inferiores al 30%, la presencia 
del inhibidor anulaba este efecto. Estos datos señalan a que el efecto anti-
apoptótico observado en las células tras el tratamiento con la LXA4 depende en 
cierta medida de la activación de la vía de Akt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.21. Activación mediada por la LXA4 de la vía de Akt en macrófagos peritoneales. A. Los 
macrófagos fueron estimulados con LXA4 (250 nM) durante 2 y 5 min en presencia o ausencia de LY294002 
(10 M, 30 min antes). Tanto los niveles de expresión como el grado de fosforilación de Akt en Ser473 
fueron analizados en extractos proteicos totales (se muestra un gel representativo en la parte inferior) y 
se calculó el ratio entre la cantidad de proteína fosforilada y total en cada uno de los puntos. B. Los 
macrófagos peritoneales fueron tratados con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 
nM, 2 h antes) o de LY294002 (10 M, 30 min antes de la adición de LXA4). El porcentaje de células 
apoptóticas fue cuantificado mediante marcaje con IP por citometría de flujo. Los gráficos que se 
muestran representan la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LXA4; #p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de 
LY294002. 
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10. EL TRATAMIENTO CON LXA4 EJERCE UN EFECTO PROTECTOR 
FRENTE A LA APOPTOSIS EN MACRÓFAGOS HUMANOS. 
 
10.1. Efectos del tratamiento con LXA4 en la línea celular THP-1. 
 
10.1.1. Efectos de la LXA4 sobre la apoptosis. 
 
A continuación quisimos analizar si la LXA4 mantenía su efecto protector 
frente a la apoptosis en macrófagos humanos.  
Como primera aproximación se utilizó una línea celular monocítica 
humana, THP-1 que, tras ser sometida a un tratamiento con PMA, es capaz de 
diferenciarse a macrófago. 
En primer lugar se determinó si la LXA4 mantenía su efecto anti-apoptótico 
frente a Stau en este tipo celular. Para ello las células fueron tratadas de forma 
similar a los experimentos anteriores tal y como se indica en la figura (Fig.22A). 
Nuestros resultados indicaban que la LXA4 por sí misma generaba un porcentaje 
de células apoptóticas inferior al 10% a todas de las concentraciones analizadas. 
Mientras que la adición de Stau aumentó dicho porcentaje hasta el 20%, el pre-
tratamiento con concentraciones de LXA4 superiores a 250 nM redujo este efecto 
en un 5% aproximadamente. 
También se evaluó si la 15-epi-LXA4 ejercía efectos similares a la LXA4 en 
macrófagos humanos (Fig.22B). Se observó que el porcentaje de células 
apoptóticas cercano al 20% alcanzado tras el tratamiento con Stau se reducía 
significativamente en presencia de 15-epi-LXA4 a todas las concentraciones 
analizadas, siendo más efectiva la dosis de 100 nM, en la que el porcentaje de 
células apoptóticas fue de aproximadamente el 12%.  
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Fig.22. Efecto protector de LXA4 y 15-epi-LXA4 frente a la apoptosis celular inducida por Stau 
en THP-1. Las células fueron tratadas con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de un pre-
tratamiento con diferentes concentraciones de LXA4 (A.) o 15-epi-LXA4 (B.) durante 2 h. El porcentaje de 
células apoptóticas fue determinado por citometría de flujo mediante marcaje con anexina V. Los 
gráficos que se muestran representan la media ± SD de tres experimentos independientes. *p≤0,05 
respecto al correspondiente valor en células tratadas únicamente con Stau. 
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10.1.2. Efecto de la LXA4 sobre la activación del eje ERK/Nrf-2. 
 
Se comprobó si, al igual que ocurría en macrófagos murinos, el efecto 
anti-apoptótico de la LXA4 en macrófagos humanos también era dependiente de 
la activación de las vías de supervivencia de ERK y Nrf-2. Para ello, las células 
fueron estimuladas como se indica en la figura y los niveles de expresión de 
ambas proteínas fueron analizados por ―Western blot‖ (fig.23). 
Se determinó que, en el caso de la vía de Nrf-2 (Fig.23A), la Stau por sí 
misma inducía una leve translocación al núcleo de este factor, alcanzando 
valores significativos entre 30 y 60 min. El tratamiento previo de dichas células 
con LXA4 aumentó el paso de Nrf-2 al núcleo incluso en ausencia de Stau, con 
valores significativos hasta los 30 min.  
En el caso de ERK, se observó que dichas células tenían una elevada 
activación basal de esta vía (Fig.23B). A pesar de ello, en presencia de LXA4 los 
niveles de fosforilación de esta proteína eran mayores, incluso en ausencia de 
Stau, aunque en este caso el efecto desaparecía a tiempos superiores a 15 min.  
 
10.2. Efectos del tratamiento con LXA4 en macrófagos humanos 
primarios. 
 
10.2.1. Efectos de la LXA4 sobre la apoptosis. 
 
Posteriormente, quisimos corroborar los resultados anteriores analizando 
el papel de la LXA4 en macrófagos primarios aislados a partir de sangre humana.  
En primer lugar se estudiaron los efectos de la LXA4 sobre la apoptosis 
inducida con Stau en estas células. Las células fueron tratadas con este 
compuesto pro-apoptótico en presencia o ausencia del pre-tratamiento con la 
LXA4 tal y como se indica en la figura y el porcentaje de células positivas para 
anexina V fue  cuantificado por citometría de flujo (Fig.24A).   
Se confirmó que la LXA4 por sí misma no resultaba tóxica para estas 
células, manteniendo niveles basales de apoptosis (≤10%). El aumento en el 
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porcentaje de células apoptóticas observado tras el tratamiento con Stau se 
redujo aproximadamente a la mitad en presencia de LXA4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.23. Activación de ERK y Nrf-2 por el tratamiento con LXA4 en células THP-1. A. Las células 
fueron estimuladas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia de LXA4             
(250 nM, 2 h antes). Los niveles de Nrf-2 fueron analizados en extractos proteicos nucleares utilizando 
Lamina B como normalizador de carga. B. Las células fueron tratadas como en A. y los niveles de 
expresión y fosforilación de ERK fueron analizados en extractos proteicos citosólicos. Se muestra un gel 
representativo de cada caso en la parte superior de la figura. Se calculó el ratio entre la cantidad de 
proteína fosforilada y total presente en cada una de las muestras analizadas. Los gráficos que se 
muestran representan la media ± SD de tres experimentos independientes. #p≤0,01 respecto al control sin 
Stau; *p≤0,05 y **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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En cuanto al efecto protector frente a la apoptosis del análogo 15-epi-
LXA4 en este modelo, se realizaron los experimentos en las mismas condiciones 
que en el caso de la línea celular THP-1 y se analizó la apoptosis por citometría 
de flujo (Fig.24B). Se determinó que la 15-epi-LXA4 no inducía una reducción 
significativa del porcentaje de células apoptóticas obtenido en presencia de 
Stau. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.24. Inhibición de la apoptosis inducida con Stau en macrófagos humanos tras el 
tratamiento con LXA4. Los macrófagos primarios humanos fueron estimulados con Stau (200 ng/ml, 4 h) 
en presencia o ausencia de LXA4  250 nM (A.) o de diferentes concentraciones de 15-epi-LXA4 (B.) 2 h 
antes. El porcentaje de células apoptóticas fue cuantificado por citometría de flujo mediante marcaje de 
las células con anexina V. Los gráficos que se muestran representan la media ± SD de tres experimentos 
independientes. *p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
 
10.2.2. Efectos de la LXA4 sobre la activación del eje ERK/Nrf-2. 
 
Quisimos confirmar si el efecto de la LXA4 observado en macrófagos 
humanos dependía de las vías de señalización de ERK y Nrf-2, en concordancia 
con nuestros resultados anteriores.  
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Las células fueron tratadas tal y como se indica en la figura y los niveles 
proteicos de Nrf-2 en el núcleo se determinaron mediante ―Western blot‖ 
(Fig.25A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.25. Activación de ERK y Nrf-2 mediada por la LXA4 en macrófagos humanos. A. Las células 
fueron estimuladas con Stau (200 ng/ml) a los tiempos indicados en presencia o ausencia de LXA4 (250 
nM, 2 h antes). Los niveles proteicos de Nrf-2 fueron analizados y cuantificados en extractos nucleares 
utilizando Lamina B como normalizador de carga. Se muestra un gel representativo en la parte superior. 
B. Los macrófagos humanos fueron tratados con Stau (200 ng/ml, 4 h) en presencia o ausencia de LXA4 
(250 nM, 2 h antes) y/o de PD098059 (1 M, 30 min antes de la adición de LXA4). El porcentaje de células 
apoptóticas fue cuantificado mediante marcaje con anexina V por citometría de flujo. Los gráficos 
muestran la media ± SD de tres experimentos independientes. #p≤0,05 respecto al control sin tratar; 
*p≤0,05; **p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4. 
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En el caso de Nrf-2 se observó que el tratamiento con Stau inducía su 
translocación al núcleo, alcanzando valores significativos a 15 y 30 min 
(Fig.25A). La presencia de LXA4 potenciaba este efecto incluso en los controles 
sin Stau, que se mantenía hasta los 30 min de estimulación.  
En el caso de la activación de ERK (Fig.25B), se realizó una aproximación 
indirecta mediante el uso del inhibidor farmacológico PD098059. Puesto que el 
efecto anti-apoptótico de la LXA4 no se mantenía en presencia de dicho 
inhibidor, nuestros resultados indicaban que la vía de ERK tiene una importante 
implicación en la protección generada por la LXA4, como ya habíamos señalado 
con anterioridad. 
 
10.2.3. Efecto de la LXA4 sobre la vía de Akt.  
 
Por último se estudió si, al igual que ocurría en RAW 264.7, el tratamiento 
con LXA4 inducía la activación de la vía de Akt en macrófagos humanos. Para 
ello, dichas células fueron tratadas con LXA4 durante 2 y 5 min y los niveles de 
expresión y fosforilación de Akt fueron determinados por ―Western blot‖. Se 
observó que el tratamiento con LXA4 a tiempos muy cortos inducía un aumento 
significativo en los niveles de fosforilación de Akt (Fig.26A).  
Para finalizar, se comprobó si los efectos de la LXA4 eran dependientes de 
la activación de Akt. Para ello se utilizó el inhibidor farmacológico LY294002, 
manteniendo las mismas condiciones en cuanto a tiempo y concentración que en 
los experimentos realizados con las células de ratón (Fig.26B). Se determinó que 
el inhibidor no poseía un efecto tóxico en nuestras células, puesto que en su 
presencia obtuvimos valores de apoptosis inferiores al 10%. El tratamiento con 
Stau elevó la apoptosis en los macrófagos humanos hasta porcentajes superiores 
al 40% respecto a la población celular total, reduciéndose a la mitad en 
presencia de LXA4. Este efecto anti-apoptótico desapareció al añadir LY294002, 
indicando que los efectos de la lipoxina dependen también de la activación de la 
vía de supervivencia celular Akt. 
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Fig.26. Activación de Akt en macrófagos humanos tras el tratamiento con LXA4. A. Los 
macrófagos primarios humanos fueron estimulados con LXA4 (250 nM) durante 2 y 5 min. El inhibidor 
farmacológico LY294002 fue utilizado como control (10 M, 30 min antes). Tanto los niveles de expresión 
como el grado de fosforilación de Akt en Ser473 fueron analizados en extractos proteicos totales y se 
calculó el ratio entre la cantidad de proteína fosforilada y total en cada uno de los puntos. Se muestra un 
gel representativo en la parte inferior. B. Los macrófagos humanos fueron tratados con Stau (200 ng/ml, 
4 h) en presencia o ausencia de LXA4 (250 nM, 2 h antes) y/o de LY294002 (10 M, 30 min antes de la 
adición de LXA4). El porcentaje de células apoptóticas fue cuantificado mediante marcaje con anexina V 
por citometría de flujo. Los gráficos que se muestran representan la media ± SD de dos experimentos 
independientes. *p≤0,01 respecto al correspondiente valor en ausencia de LXA4; #p≤0,01 respecto al 
correspondiente valor en ausencia de LY294002. 
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o    Contextualización 
 
La inflamación es un proceso conocido desde la antigüedad, que se 
encuentra altamente regulado y que tiene lugar en el organismo en respuesta a 
daños de tipo traumático, infeccioso, isquémico, tóxico o autoinmune. Su 
principal función es eliminar el daño y permitir que el tejido afectado recupere 
la homeostasis. Una mala regulación del proceso inflamatorio puede dar lugar, 
no sólo a la aparición de infecciones de diversa consideración a nivel sistémico, 
sino también a un gran número de patologías. Entre ellas se encuentran muchas 
enfermedades consideradas tradicionalmente como inflamatorias como son la 
aterosclerosis o la artritis reumatoide, así como otras cuyo trasfondo 
inflamatorio ha sido descrito recientemente como diabetes, asma, Parkinson, 
Alzheimer, o cáncer. Puesto que en la actualidad, algunas de estas patologías 
poseen una alta prevalencia y mortalidad poblacional, es fundamental conocer 
los mecanismos moleculares y celulares que regulan la respuesta inflamatoria. 
Los neutrófilos, monocitos y macrófagos, que proceden de un precursor 
común en la médula ósea, cooperan durante el inicio, progresión y resolución de 
los procesos inflamatorios (Soehnlein and Lindbom, 2010). Los neutrófilos son 
células inmunes de vida corta (generalmente horas), que llegan en primer lugar 
a la zona afectada, atraídos por las células residentes tras detectar daño tisular 
o invasión microbiana. Su función básica es la destrucción de los 
microorganismos dañinos mediante la liberación del contenido tóxico de sus 
vesículas de secreción y la producción de radicales libres con potente actividad 
antimicrobiana (Nathan, 2006). Todos estos productos son nocivos y pueden 
resultar muy perjudiciales para las propias células y tejidos del organismo 
huésped. Por lo tanto, el número y grado de activación de los neutrófilos deben 
estar altamente controlados para evitar daño celular o tisular excesivo. Debido 
a ello, una vez que estas células han realizado su función, sufren un proceso 
fisiológico de muerte celular por apoptosis fundamental para el mantenimiento 
de la homeostasis del sistema inmune.  
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El siguiente paso en el proceso inflamatorio consiste en la llegada de los 
monocitos a la zona afectada, que al entrar en los tejidos sufren un proceso de 
diferenciación a macrófagos. Éstos fagocitan las células muertas y restos 
celulares para permitir que la inflamación finalice de forma adecuada en un 
proceso activo conocido como ―fase de resolución‖. Una vez que el agente 
nocivo ha sido eliminado, en la zona afectada se promueve un cambio gradual 
en la liberación de mediadores lipídicos. Desde PGs y LTs, cuya finalidad es la 
amplificación de la respuesta inflamatoria, hacia otros compuestos con 
capacidad anti-inflamatoria o ―resolutiva‖ como son las lipoxinas y las 
recientemente descubiertas resolvinas y protectinas (Serhan et al., 2008a). 
Desde su descubrimiento a finales de los años 80, la inmensa mayoría de 
estudios realizados con lipoxinas se han centrado en su papel como anti-
inflamatorios, destacando su efectividad en diferentes modelos tanto “in vitro” 
como “in vivo” (Serhan, 2005). En cambio, los efectos de estos compuestos en 
otras funciones celulares básicas como la apoptosis no se conocen en 
profundidad y existen únicamente una decena de estudios en este sentido. En 
términos de resolución, la apoptosis de los neutrófilos es un proceso 
fundamental y por este motivo la mayoría de los estudios que relacionan las 
lipoxinas con apoptosis han sido realizados en este tipo celular. Se ha descrito 
que estos compuestos inducen apoptosis en neutrófilos y esto parece ser básico 
para finalizar la inflamación de una forma eficiente (El Kebir et al., 2008). En 
este mismo contexto, no se había estudiado nunca el papel que las lipoxinas 
ejercen sobre la viabilidad de los macrófagos. Es necesario que estas células 
permanezcan con vida durante más tiempo para que puedan eliminar de forma 
eficiente todo los restos celulares. Por tanto en el presente trabajo nos 
planteamos que sería lógico que la LXA4, a la vez que potencia la apoptosis de 
los neutrófilos que deben ser eliminados del área inflamada, podría jugar un 
papel en el mantenimiento de la viabilidad de los macrófagos. Nuestros 
resultados demuestran por primera vez, un efecto anti-apoptótico de la LXA4 en 
macrófagos y sugieren las vías de señalización implicadas mediante diferentes 
abordajes bioquímicos y moleculares. Los datos obtenidos apuntan a que el 
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tratamiento con LXA4 activa dos de las principales vías de supervivencia a nivel 
celular como son ERK y Akt. Asimismo, este mediador es capaz de potenciar la 
activación del factor de transcripción Nrf-2 generando como producto final HO-1 
y promoviendo así la puesta en marcha de la maquinaria celular de defensa anti-
oxidante. 
 
o Análisis de los resultados 
 
En primer lugar analizamos el efecto de la LXA4 frente a la apoptosis 
inducida por Stau en macrófagos murinos. Este compuesto antitumoral 
promueve apoptosis principalmente a través de la vía de señalización 
mitocondrial, aunque se ha descrito que también es capaz de activar otras vías 
dependiendo del tipo y contexto celular (Zhang et al., 2004). Nuestros 
resultados muestran que el pre-tratamiento con LXA4 posee un notable efecto 
anti-apoptótico en macrófagos murinos. Pensamos que esto podía estar 
reflejando una situación inflamatoria bastante ―realista‖ donde los macrófagos 
entrarían en contacto con estos lípidos y pondrían en marcha su mecanismo de 
acción antes de ser expuestos a los diferentes agentes patógenos.  
Por otro lado y puesto que se ha descrito que las líneas celulares pueden 
presentar distinta sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos (Antonsson and 
Persson, 2009), quisimos confirmar los efectos anti-apoptóticos de la LXA4 
exponiendo las células a un agente diferente, el etopósido. Apoyando nuestros 
datos previos y a pesar de que las RAW 264.7 presentaban más resistencia a este 
compuesto, se mantuvieron los efectos protectores frente a la apoptosis. 
También fuimos capaces de corroborar estos resultados frente a otros estímulos 
pro-apoptóticos como LPS/IFN o GSNO. Ambos inducen la generación de 
grandes cantidades de NO que a tiempos largos y/o concentraciones elevadas es 
capaz de inducir la apoptosis en macrófagos (Bosca and Hortelano, 1999; Bosca 
et al., 2005). Basándonos en estos datos, la LXA4 parecía ser un importante 
agente anti-apoptótico en macrófagos murinos, capaz de mantener sus efectos 
frente a estímulos nocivos de diversa etiología. 
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Un aspecto que actualmente es objeto de un intenso debate es el 
mecanismo molecular a través del que las lipoxinas ejercen su función. En este 
sentido, se ha descrito que pueden interaccionar con diferentes receptores 
situados en la superficie celular. En concreto existe un receptor específico, que 
posee una alta afinidad por la LXA4, conocido como ALX. Una de las 
metodologías más utilizadas para determinar si los efectos que ejerce la LXA4 
están mediados por este receptor, es el uso de péptidos antagonistas como   
Boc-2 (Cezar-de-Mello et al., 2006; Menezes-de-Lima et al., 2006; Stenfeldt et 
al., 2007). Tanto los resultados obtenidos en la línea celular como en 
macrófagos peritoneales de ratón utilizando este abordaje, indican que la 
interacción de la LXA4 con ALX es responsable, al menos en parte, de los efectos 
anti-apoptóticos observados. Estos efectos se encuentran dentro del rango 
nanomolar, en el que las lipoxinas son producidas “in vivo” en condiciones 
fisiopatológicas. Sin embargo, cabe destacar que las concentraciones efectivas 
en nuestro modelo están muy por encima de la constante de disociación (Kd=1,5 
nM) propuesta para ALX en ratón (Takano et al., 1997). Puesto que los estudios 
de cinética no han sido corroborados en macrófagos, podría ser que este tipo 
celular requiera mayores concentraciones de LXA4 para su correcta interacción 
con el receptor. Por otro lado, determinamos que a concentraciones elevadas de 
LXA4 se mantenían los efectos protectores a pesar de la presencia del 
antagonista. Todo ello nos hizo pensar que la LXA4 podría estar ejerciendo su 
función también a través de otra u otras vías paralelas. De hecho se ha descrito 
que este derivado lipídico es capaz de interaccionar en determinados contextos 
celulares con otro tipo de receptores como los receptores peptídicos CysLTs 
(Gronert et al., 2001) o AhR (Machado et al., 2006; Schaldach et al., 1999) 
regulando la respuesta inmune. Asimismo, se ha sugerido que este lípido podría 
entrar en las células sin necesidad de interaccionar con ningún tipo de receptor 
de membrana (Simchowitz et al., 1994). Estos hallazgos abren una nueva vía de 
investigación puesto que sería muy interesante conocer los posibles mecanismos 
de acción de la LXA4 en macrófagos y si éstos son capaces de cooperar entre sí 
promoviendo vías comunes de señalización.  
Discusión 
- 119 - 
 
Sin embargo, a pesar de los potentes efectos anti-inflamatorios de las 
lipoxinas descritos en diversos modelos, su rápida degradación ha supuesto un 
problema para su posible aplicación farmacológica. Por ello, en los últimos años 
se han destinado grandes esfuerzos a la investigación de análogos más estables 
que, manteniendo la efectividad de los compuestos ―nativos‖, fueran más 
resistentes a la degradación (Romano, 2005). En este sentido, a finales de los 
años 90 se describió una vía de producción de epímeros de lipoxinas mediada 
por acción de la aspirina (Claria and Serhan, 1995). Posteriormente se 
desarrollaron diversos estudios en los que se asociaban algunas de las potentes 
propiedades anti-inflamatorias de este fármaco con la formación de la 15-epi-
LXA4. Se determinó además que su tasa de degradación era menor que la de los 
compuestos ―nativos‖ (Clish et al., 1999) y se sugería que debían presentar 
efectos muy prometedores en clínica debido a su mayor permanencia en el 
organismo (Serhan, 2005; Serhan et al., 2008b). Con estos antecedentes nos 
planteamos si tendría un efecto protector más potente que la LXA4 en nuestro 
modelo. De forma sorprendente, comprobamos que el tratamiento de los 
macrófagos murinos con 15-epi-LXA4 no poseía un efecto anti-apoptótico frente 
a Stau, ni siquiera a las dosis más elevadas. Un resultado similar se había 
obtenido recientemente en neutrófilos por El Kebir y colaboradores, donde la 
15-epi-LXA4 no parecía tener efectos directos sobre la viabilidad celular (El 
Kebir et al., 2007). A la vista de estos datos nos planteamos que en nuestro 
modelo este compuesto podría requerir diferentes concentraciones o tiempos de 
exposición para reproducir los efectos que se observan con la LXA4. Otra 
posibilidad es que la 15-epi-LXA4 no esté siendo capaz de interaccionar 
correctamente con su/s receptor/es. Este punto es controvertido puesto que 
debido a su gran similitud estructural con la LXA4, parece ser un potente ligando 
para ALX en algunos modelos patológicos aunque no se descarta su interacción 
con otro tipo de receptores, aun por determinar. Suponiendo que la 15-epi-LXA4 
active su señalización a través ALX en macrófagos es posible que no consiga 
desencadenar en el mismo los cambios de conformación adecuados para activar 
las vías de señalización pertinentes (Chiang et al., 2006). En este sentido sería 
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necesario ampliar la investigación para esclarecer el mecanismo molecular 
implicado. Una aproximación experimental que podría despejar muchas 
incógnitas en este punto podría ser el uso de animales deficientes en ALX 
generados recientemente (Dufton et al., 2010). 
Nuestro siguiente objetivo se centró en comprobar el papel de la LXA4 
sobre la activación de las caspasas, proteasas fundamentales en casi todas las 
vías de señalización apoptóticas. Comprobamos que dicho mediador poseía un 
potente efecto inhibidor de las mismas, lo que explicaría los resultados 
presentados anteriormente. A continuación quisimos profundizar en las vías de 
señalización que podrían estar moduladas por la LXA4. La vía apoptótica 
extrínseca parece tener poca relevancia en nuestro modelo de macrófagos 
murinos, puesto que el tratamiento con ligandos específicos no induce aumentos 
notables en los porcentajes de apoptosis. Esto podría ser debido a una 
inadecuada activación de la vía de los ―receptores de muerte‖ en este modelo. 
Podría ser que los clones celulares de RAW 264.7 utilizados no sean capaces de 
responder adecuadamente a estos estímulos por sí mismos.  
Esto, junto con el hecho de que la LXA4 presentase un potente efecto anti-
apoptótico frente a Stau, nos hizo pensar que la vía apoptótica mitocondrial 
podría estar afectada por la acción de este lípido. Debido a ello decidimos 
analizar si la LXA4 estaba regulando de alguna manera la activación de las 
proteínas de la familia Bcl-2. Nuestros resultados están en consonancia con 
estudios recientes que parecen indicar que las proteínas de dicha familia no 
están reguladas a nivel transcripcional sino que las células poseen unos niveles 
basales de estas proteínas que son suficientes para inducir apoptosis (Chipuk et 
al., 2010). En este sentido, los niveles proteicos de Bax no se modificaron en 
presencia de LXA4. Este resultado no fue sorprendente, puesto que se ha 
descrito que la actividad de Bax está regulada fundamentalmente a nivel post-
traduccional, asociada con cambios conformacionales, fosforilaciones o 
degradación proteasomal (Fu et al., 2009). Por otro lado, los niveles proteicos 
de Bcl-2 se modificaron únicamente a tiempos largos. Este resultado también 
está de acuerdo con lo descrito previamente donde se propone una regulación 
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de dicha proteína principalmente por cambios en su localización celular o por 
variaciones en sus interacciones con miembros apoptóticos de la familia (Youle 
and Strasser, 2008). Por el contrario, sí fuimos capaces de detectar aumentos en 
los niveles proteicos de Mcl-1 y X-IAP en presencia de LXA4. Esto se debe a que 
ambas proteínas están reguladas principalmente por degradación proteasomal 
(Galban and Duckett, 2010; Schwickart et al., 2010), aunque Mcl-1 también 
puede estar regulada post-transcripcionalmente para prevenir apoptosis 
(Cuconati et al., 2003). En conjunto, estos resultados parecen indicar que la 
LXA4 estaría regulando de forma efectiva los niveles proteicos de determinados 
miembros de la familia Bcl-2 y de las IAPs. Así estaría manteniendo bajos los 
niveles de las proteínas implicadas en la formación de poros en la membrana 
mitocondrial e inclinando globalmente la balanza a favor de un fenotipo anti-
apoptótico. En este contexto, puesto que algunas proteínas de la familia Bcl-2 
han sido recientemente implicadas en la modulación de autofagia (Glick et al., 
2010; Maiuri et al., 2007), no es descabellado pensar que la LXA4 podría jugar 
también un papel en este proceso celular. Aunque la autofagia fue descrita 
como un mecanismo de supervivencia celular en situaciones de ayuno o estrés, 
hoy en día se considera como un tipo de muerte celular alternativo a la 
apoptosis que tiene lugar en determinados contextos celulares (Platini et al., 
2010). Por tanto, sería interesante estudiar en el futuro si la LXA4 posee un 
papel en la modulación de estos procesos. 
De acuerdo con los resultados previos, nos pareció lógico que la LXA4 
podría estar afectando a la liberación de mediadores apoptóticos al citoplasma. 
El hecho de que el tratamiento con LXA4 induzca una menor salida tanto de 
citocromo c como de AIF desde la mitocondria, confirma su papel sobre esta vía 
apoptótica. A finales de los años 90 aparecieron una serie de estudios en los que 
la microinyección directa del citocromo c en el citoplasma de varios tipos 
celulares de mamífero desencadenaba apoptosis (Li et al., 1997; Zhivotovsky et 
al., 1998). Esto ha promovido que en los últimos años se haya hecho un gran 
esfuerzo por conocer la implicación concreta del citocromo c en apoptosis y 
determinar si su salida al citoplasma es un proceso fundamental para que se 
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desencadene el proceso apoptótico. La liberación de este mediador mitocondrial 
se produce de forma rápida en muchos tipos celulares debido a su bajo peso 
molecular. Así, dependiendo de la cantidad de citocromo c liberada, la puesta 
en marcha del proceso apoptótico puede llegar a ser irreversible (Khodjakov et 
al., 2004). Estos resultados concuerdan con nuestros datos previos de forma que 
la LXA4 estaría disminuyendo la formación de poros en la membrana 
mitocondrial y reteniendo el citocromo c en este orgánulo celular, impidiendo 
así el desarrollo de apoptosis.  
Por otro lado, la activación de AIF parece depender tanto de su liberación 
al citoplasma, como de su traslocación al núcleo donde participa en la 
fragmentación del ADN y la condensación de la cromatina (Cheung et al., 2006). 
Puesto que hemos comprobado que la LXA4 es capaz de modular la primera 
parte del proceso de activación de esta proteína, sería interesante analizar en 
el futuro si dicho lípido posee efectos sobre la entrada de este mediador 
apoptótico al núcleo celular.  
Una vez comprobado el efecto anti-apoptótico de la LXA4 en este modelo, 
nuestro siguiente paso fue determinar las vías de señalización que podían estar 
implicadas en el mismo. Dentro de las vías de las MAPKs, la activación de ERK ha 
sido ampliamente relacionada con supervivencia celular (Erhardt et al., 1999; Le 
Gall et al., 2000), por lo que se le han atribuido incluso funciones oncogénicas 
(Balmanno and Cook, 2009). Con estos antecedentes, no nos sorprendió 
comprobar que la LXA4 estaba induciendo la activación de esta quinasa en 
macrófagos murinos. Este efecto, que determinamos en primer lugar analizando 
los niveles de fosforilación de dicha proteína, fue corroborado también 
mediante el uso de un inhibidor farmacológico específico, que fue capaz de 
revertir el efecto protector generado por la LXA4. 
A la vista de estos resultados, nos planteamos si los efectos de la LXA4 
estarían mediados también por la activación de la vía de Akt, que promueve 
supervivencia en diversos tipos celulares. Al igual que ERK, ésta también se ha 
relacionado con el desarrollo de varios tipos de cáncer (Carnero, 2010; Dillon 
and Muller, 2010). Aunque tradicionalmente ambas vías eran consideradas 
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independientes, esta idea ha cambiado en los últimos años. Actualmente se 
piensa que pueden interaccionar dependiendo del contexto celular (Grant, 2008; 
Scheid and Woodgett, 2000). Esto representaría un mecanismo de redundancia 
funcional en las vías de señalización de supervivencia de las células. Nuestros 
datos indican que la LXA4 induce la activación de Akt, detectando niveles más 
elevados de fosforilación de esta proteína (en su residuo de serina 473) tras el 
tratamiento. La implicación de Akt en los efectos mediados por la LXA4 se 
corroboró mediante el uso del inhibidor farmacológico específico LY294002, en 
cuya presencia se perdió el efecto protector mediado por dicho lípido.  
Otro de los factores más importantes en los procesos apoptóticos es el 
estrés oxidativo, que induce la producción de moléculas muy tóxicas a nivel 
celular (Breimer, 1990; Meneghini, 1997). Puesto que detectamos una menor 
liberación de agentes oxidantes en las células tratadas con LXA4, nos pareció 
muy interesante analizar si este compuesto podría estar activando una de las 
principales vías anti-oxidantes descritas a nivel celular, la vía de Nrf-2 (Kaspar 
et al., 2009). Nuestros resultados demuestran que este compuesto 
efectivamente induce la translocación al núcleo de este factor de transcripción, 
así como una completa activación del mismo, cuantificada mediante su 
interacción con secuencias ARE. En este punto, cabe destacar que en las células 
tratadas con LXA4 y a continuación expuestas a Stau, fuimos capaces de detectar 
la entrada al núcleo de Nrf-2 pero su activación, medida como actividad 
luciferasa no alcanzó valores significativos. Por el contrario, la LXA4 por sí 
misma, sí fue capaz de activar el promotor de Nrf-2 de forma comparable al 
control positivo. Pensamos que esto puede ser debido a que el proceso de 
transfección esté afectando a la integridad de las células impidiendo que 
activen su maquinaria de transcripción en presencia de Stau.  
Apoyándonos en estos datos, quisimos estudiar los efectos de la LXA4 sobre 
la HO-1, una proteína regulada por Nrf-2 que representa uno de los principales 
mecanismos de protección anti-oxidante celular (Gozzelino et al., 2010). Por un 
lado, defectos en su expresión se han relacionado con el desarrollo de diversas 
patologías y por otro, su sobreexpresión parece tener potenciales aplicaciones 
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clínicas (Abraham and Kappas, 2008; Soares and Bach, 2009). Determinamos que 
la LXA4 inducía un aumento significativo en los niveles proteicos de HO-1, lo que 
explicaría la reducción del estrés oxidativo observada previamente.  
Para confirmar estos resultados, utilizamos ratones Nrf-2
-/- 
(Itoh et al., 
1997). La LXA4 fue incapaz de mantener sus efectos anti-apoptóticos frente a la 
Stau en los macrófagos peritoneales de estos animales. Por tanto y teniendo en 
cuenta todos los datos presentados hasta el momento, la vía anti-oxidante Nrf-2 
parece jugar un papel fundamental en los efectos producidos por la LXA4 en 
macrófagos murinos.  
Puesto que los resultados obtenidos en macrófagos de ratón tras el 
tratamiento con LXA4 apuntaban a un importante papel de este compuesto en la 
resolución de la inflamación, pensamos que era fundamental ver si podíamos 
reproducirlos en células humanas.  
Llevamos a cabo dos aproximaciones. Por un lado decidimos utilizar la 
línea celular THP-1 y por otro macrófagos primarios aislados de sangre humana. 
A pesar de que, como cabía esperar, los macrófagos primarios fueron mucho 
más sensibles a Stau que la línea celular, en ambos casos la LXA4 tuvo un efecto 
anti-apoptótico significativo. Cuando analizamos los efectos de la 15-epi-LXA4 
sobre ambos tipos celulares, nos llamó la atención que este compuesto 
presentara un efecto protector en las THP-1 mientras que en macrófagos 
primarios humanos los datos seguían una tendencia similar aunque no llegaron a 
ser significativos. Pensamos que esto podía ser debido a que, puesto que cada 
muestra de sangre procedía de un donante diferente, las células obtenidas 
presentaban una elevada variabilidad de respuesta. Sería necesario disponer de 
un número de muestras más elevado para alcanzar resultados significativos. En 
cualquier caso, el hecho de que la 15-epi-LXA4 posea cierto efecto protector en 
humanos que no detectábamos en ratón podría ser debido a que este compuesto 
esté interaccionando con receptores diferentes. Aunque, como hemos 
comentado con anterioridad consideramos que sería necesaria la realización de 
estudios más detallados para aclarar este aspecto. 
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Por otro lado, tanto las THP-1 como los macrófagos primarios humanos son 
inicialmente células monocíticas, que son sometidas a un proceso de 
diferenciación en presencia de M-CSF. Se ha descrito que el uso de este tipo de 
citoquinas induce una rápida activación de diversas vías de señalización, entre 
ellas la vía de ERK (de Groot et al., 1998; Jack et al., 2009). Este hecho 
explicaría los elevados niveles basales de activación de ERK que detectamos en 
THP-1; aun así, los niveles de fosforilación de esta proteína fueron más elevados 
en presencia de LXA4. En el caso de los macrófagos humanos, para evitar 
posibles efectos del M-CSF sobre los niveles de fosforilación de ERK que pudieran 
enmascarar los efectos de la LXA4, decidimos abordar este punto de forma 
indirecta mediante el uso de los inhibidores farmacológicos. Pudimos comprobar 
que en macrófagos humanos la activación de la vía de ERK era fundamental para 
los efectos protectores de la LXA4. A pesar de que, los niveles de activación de 
Akt también estaban basalmente más elevados tras el proceso de diferenciación 
(Chang et al., 2003), determinamos que la LXA4 inducía la activación de esta vía 
en macrófagos humanos, tanto a través de medidas de los niveles de 
fosforilación de Akt como mediante el uso de inhibidores farmacológicos 
específicos.  
De forma concordante con los resultados obtenidos en ratón, nuestros 
datos corroboran que la vía de Nrf-2 estaba activada tanto en THP-1 como en 
macrófagos humanos tratados con LXA4. Este hecho apoya nuestra hipótesis de 
que dicho mediador lipídico estaría activando un eje anti-oxidante como 
importante mecanismo de defensa en macrófagos. 
 
o Modelo propuesto. 
 
Basándonos en los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de Tesis 
Doctoral, proponemos un modelo del posible mecanismo anti-apoptótico de la 
LXA4 en macrófagos (Esquema I). Si nos situamos en el contexto de la fase de 
resolución de un proceso inflamatorio, las interacciones entre distintos tipos 
celulares congregados en el área afectada estarían dando lugar a la producción 
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de LXA4. Este derivado lipídico entraría en contacto con los macrófagos que 
llegan a la zona con una función principalmente fagocítica y podría 
interaccionar en la membrana de dichas células con el receptor específico ALX. 
También parece ser capaz de activar una respuesta en este tipo celular por 
otros mecanismos, aún por determinar. De uno u otro modo, la LXA4 activaría un 
gran número de vías de señalización implicadas en supervivencia celular. Por un 
lado estaría activando la vía de PI3K/Akt, que a su vez inhibiría la degradación 
de Mcl-1. Por esta misma ruta, estaría fosforilando a Bad y liberando así a Bcl-2, 
todos ellos mecanismos anti-apoptóticos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema I: Modelo de señalización propuesto para la acción de la LXA4 en macrófagos. 
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Los mecanismos de acción de la LXA4 parecen estar mediados también por 
la activación de la vía de ERK, aunque no está claro si por un mecanismo 
dependiente o independiente de Akt. ERK por sí mismo puede pasar al núcleo 
una vez activado y regular directamente la expresión de genes implicados en 
supervivencia celular. Por otro lado, se ha descrito que puede ejercer distintas 
acciones sobre las proteínas de la familia Bcl-2. En este sentido, ERK es capaz 
de promover la fosforilación tanto de Bad como de Bim, liberando las proteínas 
anti-apoptóticas Bcl-2 y Mcl-1. Esta misma vía puede activar al factor de 
transcripción Nrf-2, permitiendo su entrada al núcleo y potenciando así la 
defensa anti-oxidante de la célula, induciendo entre otros genes, la expresión 
de HO-1.  
Sin embargo, quedan muchas preguntas abiertas en este modelo. Un punto 
fundamental es el mecanismo de entrada de la LXA4 en las células, que parece 
ser dependiente tanto del tipo celular como de la concentración de lipoxina 
existente. Tampoco se conoce si existen otras vías de señalización iniciales que 
conducen a la activación de las rutas de supervivencia de ERK y Akt, ni si existe 
en este modelo una interacción directa entre ambas quinasas. A pesar de que la 
implicación de ERK y Akt en supervivencia celular se conoce desde hace años, 
sólo recientemente han aparecido evidencias de que estas vías regulan 
directamente la maquinaria apoptótica celular. En este sentido, es necesario 
profundizar en el mecanismo molecular y las vías de señalización por las que la 
LXA4 estaría ejerciendo su acción. 
 
o Implicaciones del presente trabajo. 
 
Nuestros resultados proponen por primera vez una vía de señalización 
implicada en los efectos anti-apoptóticos de la LXA4 en macrófagos. En este 
sentido la prolongación de la supervivencia de los macrófagos puede jugar un 
papel fundamental en determinadas situaciones, permitiendo una correcta 
resolución de la inflamación y evitando la aparición de procesos inflamatorios 
crónicos (Filep and El Kebir, 2009). 
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Un aspecto fundamental del presente trabajo es que los efectos de la LXA4 
observados en los modelos murinos, se reproducen en células humanas. 
Curiosamente y de acuerdo a nuestros resultados, un trabajo muy reciente de 
Simoes y colaboradores describe que un análogo de la lipoxina es capaz de 
inhibir la apoptosis en monocitos humanos activando las mismas vías de 
señalización (Simoes et al., 2010). Esto puede ser necesario en determinadas 
situaciones inflamatorias severas o prolongadas en las que se requiera que los 
monocitos sobrevivan durante periodos de tiempo más largos para reemplazar o 
amplificar el número de macrófagos tisulares extravasados previamente.  
En la actualidad, el desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamiento 
de enfermedades inflamatorias es una de las principales metas en biomedicina. 
Para ello, es fundamental conocer las vías de señalización implicadas en el 
desarrollo de estas enfermedades. El presente trabajo abre las puertas a la 
consideración de la LXA4 como molécula terapéutica, puesto que debido a sus 
notables efectos en la resolución de los procesos inflamatorios podría tener 
aplicaciones a nivel clínico. Reforzando esta idea, se ha propuesto que algunas 
de las dianas de la LXA4 que exponemos en el presente trabajo podrían tener 
aplicaciones terapéuticas por sí mismas. En este sentido, Nrf-2 ha adquirido un 
papel protagonista en neuroprotección, puesto que el estrés oxidativo se ha 
propuesto recientemente como un factor crítico en el desarrollo de patologías 
como el Parkinson (Cuadrado et al., 2009). Por otro lado, la desregulación de las 
vías de ERK y Akt ha sido ampliamente relacionada con el desarrollo de tumores 
y otras patologías (Carnero, 2010; Kim and Choi, 2010).  
Los datos aportados en la presente Tesis Doctoral han contribuido a un 
mejor conocimiento de las vías de señalización afectadas por las lipoxinas en 
diferentes modelos experimentales. Asimismo, potencian la idea de que la LXA4 
posee un potente efecto resolutivo, prolongando la vida de los macrófagos y 
modulando así la finalización de la respuesta inflamatoria. Esto nos proporciona 
nuevas dianas para el desarrollo de fármacos destinados al tratamiento de 
diversas patologías inflamatorias. 
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Las principales conclusiones que se derivan de los resultados obtenidos en 
la presente Tesis Doctoral son los siguientes: 
 
o  La lipoxina A4 (LXA4) posee un efecto anti-apoptótico en macrófagos 
murinos y humanos. Dicha protección está mediada, al menos en parte, por su 
interacción con su receptor específico ALX.  
 
o  Los efectos anti-apoptóticos observados en macrófagos se deben 
principalmente a una inhibición de la vía mitocondrial, a través de los siguientes 
mecanismos: 
- Inducción de una mayor expresión de las proteínas anti-apoptóticas de la 
familia Bcl-2. 
- Inhibición de la liberación de mediadores mitocondriales apoptóticos al 
citoplasma celular. 
- Inhibición directa de la activación de las caspasas. 
 
o  La LXA4 promueve supervivencia celular en macrófagos a través de la 
activación de las vías de señalización de ERK y Akt. Además, reduce el estrés 
oxidativo mediante la activación del factor de transcripción Nrf-2. 
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